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略字⼀一覧	 
 
β-‑ME      2-‑mercaptoethanol     
ATP      adenosine-‑5'-‑triphosphate  
BSA      bovine  serum  albumin  
BPB                           bromophenol  blue 
DTT      dithiothreitol  
EDTA      ethylene  diamine-‑N,N,Nʼ’,Nʼ’-‑  tetraacetic  acid  
EGTA      O,O'-‑Bis(2-‑aminoethyl)ethyleneglycol-‑N,N,N',N'-‑tetraacetic  acid  
F-‑actin      filamentous  actin  
FBS      fetal  bovine  serum  
G-‑actin      globular  actin  
HMM                     Heavy  Meromyosin     
HEPES               2-‑[4-‑(2-‑Hydroxyethyl)-‑1-‑piperazinyl]ethanesulfonic  acid  
IPTG	 	 	 	 	 	 isopropylthiogalactoside 
LB      Luria  Broth  
MD      motor  domain  
NTA      nitrilotriacetic  acid  
PAGE      polyacrylamid  gel  electrophoresis  
PCA      perchloric  acid  
PS      penicillin  streptomycin  
SDS      sodium  dodecyl  sulfate  
TBS      Tris-‑buffered  saline  
Tris      Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
T                                             Thymosin  
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要旨	 
	 ミオシンはATP加⽔水分解によって遊離された化学エネルギーを⼒力学エネルギ
ーに変換することによりアクチン繊維上を運動するモータータンパク質である。
シロイヌナズナにおいては，クラス XI ミオシンとクラス VIII ミオシンが存在
する。クラスXI ミオシンはオルガネラの輸送や原形質流動を引き起こし，クラ
ス VIII ミオシンは原形質連絡の開閉に関与していると考えられている。近年，
クラス XI ミオシンのシロイヌナズナ内での詳細な⽣生理的役割を解明するため
に，遺伝⼦子ノックアウトによる遺伝学的な⼿手法がとられてきた。しかし，シロイ
ヌナズナの多くのミオシンは機能に重複(redundancy)があるため，3つ以上のミ
オシン遺伝⼦子を同時に遺伝⼦子破壊しなければ顕著な表現型が出ない。そのため
遺伝学的⼿手法からの情報に依存している現状においては，シロイヌナズナのほ
とんどのミオシンの⽣生理的な役割,   機能について明確な解答が得られていない。
そこで，伊藤研究室では，シロイヌナズナの 13 種類のクラス XI ミオシンを網
羅的に⽣生化学的な⼿手法を⽤用いて機能解析を⾏行っている。この内，私はMYA2 と
XI-‑B の機能解析を⾏行った。Promoter-‑GUS  assay の結果，シロイヌナズナにおけ
るクラスXI ミオシンは，花粉特異的に発現するグループ(XI-‑A,  XI-‑C,  XI-‑D,  XI-‑
E,  XI-‑J)，ユビキタスに発現し，原形質流動の主原動⼒力と考えられるグループ
(MYA1,  MYA2,  XI-‑B,  XI-‑K)，そして，以上２つ以外のグループ(XI-‑F,  XI-‑G,  XI-‑
H,  XI-‑I)の 3 つに分類された。昆⾍虫培養細胞を⽤用いて発現・精製し，アクチン運
動速度とアクチン活性化ATP加⽔水分解活性を調べたところ，MYA2，XI-‑B の運
動速度，酵素活性は，ユビキタスに発現し，原形質流動に関わっていると考えら
れている他のクラスXI ミオシンと近い値であった。  
      シロイヌナズナには８つのアクチンアイソフォームが存在する。これらの
8つのアクチンは，栄養器官で多く発現するアクチンアイソフォーム（ACT2,  
ACT7,  ACT8）と⽣生殖器官で多く発現するアクチンアイソフォーム（ACT1,  
ACT3,  ACT4,  ACT11,  ACT12）に分類できる。真核⽣生物に普遍的に存在する
アクチンはアミノ酸配列の保存性が⾼高い。このため，⾻骨格筋ミオシン以外の
様々なミオシンの酵素活性の測定においても，⾻骨格筋アクチンが使⽤用されてき
た。最近，ヒトの細胞質アクチンを使って，ヒトの細胞質ミオシンの酵素活
性，運動活性を調べたところ，⾻骨格筋アクチンを使⽤用したときと違うことがわ
かった。この結果からミオシンの本来の機能を調べるためには，同じ細胞に存
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在するアクチンを使う必要があることが⽰示唆された。そこで，次に，シロイヌ
ナズナミオシンの酵素活性，運動速度を，シロイヌナズナのアクチンアイソフ
ォームを使⽤用して測定し，従来おこなわれてきた⾻骨格筋アクチンを使⽤用したと
きと差があるか検証した。シロイヌナズナのクラスXI ミオシンのMYA2，XI-‑
B   とクラスVIII ミオシンであるATM1のモータードメイン(MD)それぞれに
ついて，シロイヌナズナの栄養器官で⾼高発現しているACT2 と ACT7，⽣生殖器
官で⾼高発現しているACT1 の 3つを基質として酵素活性，運動速度の測定を⾏行
なった。その結果，⾻骨格筋アクチンを使⽤用したときとは異なる活性，速度を⽰示
すことがわかった。さらに，これらのシロイヌナズナのミオシンは，シロイヌ
ナズナのACT1,  ACT2,  ACT7 の 3つのアクチンアイソフォーム間で，異なる
酵素活性および運動性活性を⽰示した。この結果から，植物細胞内において，ア
クチンアイソフォームによって酵素活性，運動速度が調節されている事が⽰示唆
された。  
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序論  
   ミオシンはATP加⽔水分解によって遊離された化学エネルギーを⼒力学エネルギ
ーに変換することでアクチンフィラメント上を運動するモータータンパク質で
ある。ミオシンは動植物を含む全ての真核⽣生物に存在し，35 のクラスからなる
巨⼤大なファミリーを形成している(Odronitz  et  al.  2007)。⼀一般的にミオシンはク
ラスが同じであれば，ATP加⽔水分解活性，運動速度，duty  raito などモーターの
特性が良く似ており，クラスが異なればモーター特性が⼤大きく異なってくる（El-‑
Mezgueldi  and  Bagshaw  2008）。ヒトにはミオシン遺伝⼦子が 13 クラス，39 個存
在する。⼀一⽅方，被⼦子植物においては，クラスXI ミオシンとクラスVIII ミオシン
という 2 つのクラスしかない(Reddy  2001)。しかし，被⼦子植物においてはミオ
シン XI の遺伝⼦子数は多い。モデル植物として使⽤用されているシロイヌナズナ，
イネ，ブラキポディウムにおけるクラス XI ミオシンの遺伝⼦子数はそれぞれ 13,  
12,   ９個である（Reddy  2001;  Jiang  et  al.  2004;  Peremyslov  et  al.  2011）。クラス
XI ミオシンはオルガネラの輸送や原形質流動を引き起こし，クラスVIII ミオシ
ンは原形質連絡に関与していると考えられている（Walter  and  Holweg  2008）。
近年，クラス XI ミオシンの⽣生体内での詳細な⽣生理的な役割を解明するために，
シロイヌナズナを⽤用いた遺伝⼦子ノックアウトによる遺伝学的な⼿手法がとられて
きた。その結果，シロイヌナズナの 13 個のクラス XI ミオシン遺伝⼦子   (MYA1,  
MYA2,  XI-‑A,  XI-‑B,  XI-‑C,  XI-‑D,  XI-‑E,  XI-‑F,  XI-‑G,  XI-‑H,  XI-‑I,  XI-‑J,  XI-‑K)と 4 個
のクラスVIII ミオシン（ATM1，ATM2，VIIIA，VIIIB）(Fig.  1)の機能は徐々
にわかってきた。XI-‑K は RNA-‑タンパク質複合体の P-‑body の輸送に関わるこ
とが⽰示唆された(Steffens   et   al.   2014)。XI-‑I は核の移動や形態に(Tamura  et   al.  
2013)，XI-‑F と XI-‑K は植物体の姿勢制御に関わることが明らかになった
(Okamoto  et  al.  2015)。   上記に述べたように，⼀一般的に，同じクラスに属する
ミオシンの酵素活性や⽣生体内での役割は類似していることが多い（El-‑
Mezgueldi   and  Bagshaw  2008）。しかし，シロイヌナズナのクラス XI ミオシン
は，⽣生体内において多種多様な役割をもっていることから，酵素活性も多様であ
る可能性がある。そこで，伊藤研究室では，シロイヌナズナの 13 種類のクラス
XI ミオシンの⽣生理的な役割を明らかにするために，網羅的解析を⾏行っている。
この中で，私はクラス XI ミオシンである MYA2 と XI-‑B の機能解析を⾏行った。
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本論⽂文では MYA2 と XI-‑B について中⼼心的に述べるが，研究のストーリーとし
て他の 11 種類のクラスXI ミオシンについても述べることにする。  
   ミオシンの詳細な⽣生化学的解析のためには純度の⾼高いミオシンが⼀一定量必要
である。しかし，植物にはプロテアーゼに富む液胞があるため，植物から天然の
純度の⾼高いミオシンを⼀一定量得ることは困難である。そのために，昆⾍虫培養細胞
を⽤用いたタンパク質発現系を使⽤用し発現，精製した。液胞を含まない昆⾍虫細胞を
⽤用いることで，精製過程でのタンパク質の分解を抑えることができる。クラス
XI ミオシンは，N 末端から，アクチンと結合するモータードメイン，軽鎖が結
合する 6つの IQモチーフ，⼆二量体を形成するコイルドコイル領域，オルガネラ
等に結合する球状尾部ドメインから構成される（Fig.  2）。ミオシンには軽鎖が結
合するが，クラスXI ミオシンの軽鎖は不明なものが多い。ミオシンは軽鎖が結
合していないと，正しい⽴立体構造をとれずに，活性を失う(Fig.  3)。このためタ
ンパク質発現系において活性を持つミオシンを得るためには，ミオシン（重鎖）
遺伝⼦子と軽鎖遺伝⼦子を共発現する必要がある。しかし，ほとんどのクラスXI ミ
オシンについては，軽鎖遺伝⼦子が何であるかわかっていないので，軽鎖遺伝⼦子と
の共発現は不可能である。このタンパク質発現系における「ミオシン軽鎖の問
題」を回避するために，私はモーター領域のみのコンストラクトを作製した。酵
素活性を⽰示すのはモーター領域であり，軽鎖結合部位である IQモチーフ領域を
含まないことから，発現後も正しい⽴立体構造をとることが期待できる。それぞれ
の遺伝⼦子のモータードメインをシロイヌナズナの cDNA ライブラリからクロー
ニングし，昆⾍虫培養細胞を⽤用いて発現・精製し，アクチン滑り運動速度とアクチ
ン活性化ATP加⽔水分解活性を調べた。また，13 種類のクラスXI ミオシンのシ
ロイヌナズナでの組織特異的発現を調べるために，Promoter-‑GUS  assay を⾏行っ
た。  
   モデル植物であるシロイヌナズナには８種類のアクチンアイソフォームが存
在する。これらの 8種類のアクチンは，栄養器官で多く発現するアクチンアイ
ソフォーム（ACT2,  ACT7,  ACT8）と⽣生殖器官（花粉と花粉管）で多く発現す
るアクチンアイソフォーム（ACT1,  ACT3,  ACT4,  ACT11,  ACT12）に分類で
きる(McDowell  et  al.  1996)。栄養器官において⾼高発現しているACT2 と ACT7
をそれぞれノックダウンすると，前者は根⽑毛が短くなり，後者は野⽣生型より主
根が短くなる(Kandasamy  et  al.  2009)。⽣生殖器官に⾼高発現しているACT1 を栄
養器官に発現させた場合，その変異体は矮性を⽰示し，野⽣生型と⽐比べて，葉細胞
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内のアクチンフィラメントが束化し，異常な構造となる(Kandasamy  et  
al,2002)。これらの報告から，シロイヌナズナの各アクチンアイソフォームは
それぞれ異なる役割を持っている事が⽰示唆される。ちなみに，動物にはα-‑アク
チンアイソフォーム(α-‑skeletal  muscle,  α-‑cardiac  muscle,  α-‑vascular)が 3
つ，β-‑アクチンアイソフォーム（β-‑cytoplasmic）1 つ，γ-‑アクチンアイソフ
ォーム（γ-‑cytoplasmic,  γ-‑smooth  muscle）が 2つ存在する(Vandekerckhove  
et  al.  1978；   Perrin  et  al.  2010)。アクチンのアミノ酸配列は 90%以上の相同性
があり，⾮非常によく保存されているので，種類の異なるアクチンを基質として
使ってもミオシンの活性に⼤大差は出ないのではと考えられてきた。さらに，⾻骨
格筋アクチンは⾼高い純度で，⼤大量に精製が可能なことから，⾻骨格筋以外のミオ
シンの酵素活性の測定においても，⾻骨格筋のミオシンの測定で⽤用いられるのと
同様にウサギもしくはニワトリの⾻骨格筋アクチンが使⽤用されてきた。最近，ヒ
トの細胞質アクチンの分⼦子⽣生物学的⽅方法による発現・精製の成功が報告され
た。精製した細胞質アクチンを使って，ヒトの細胞質ミオシンのアクチン活性
化ATP加⽔水分解活性が調べたところ，細胞質アクチンを⽤用いた⽅方が，⾻骨格筋
アクチンを⽤用いたときより活性が 4倍⾼高いことがわかった(Muller  et  al.  
2013)。この結果からミオシンの⽣生体内における本来の機能を調べるために
は，そのミオシンが存在する細胞で発現しているアクチンアイソフォームを使
う必要があることが⽰示唆された。そこで，私は，シロイヌナズナミオシンの酵
素活性，運動速度を，シロイヌナズナのアクチンアイソフォームを使⽤用して測
定し，従来おこなわれてきた⾻骨格筋アクチンを使⽤用したときと差があるか検証
した。さらに，シロイヌナズナミオシンの酵素活性，運動速度がアクチンアイ
ソフォーム間で異なるのかも検証した。  
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材料と⽅方法  
昆⾍虫培養細胞の培養  
①  Sf9 細胞系列  
   USDA  Insect  Pathology  Laboratory で開発された細胞系列。アメリカ産ヨトウ
ガの⼀一種，Spodoptera  frugiperda の蛹の卵巣に由来する細胞系列 IPLBSF-‑21 よ
り作られた細胞系列 IPLBSF21-‑AE   (Sf21)   から単離された細胞系列であり，
InvitrogenTMで販売されているものを使⽤用した。  
これを無⾎血清培地 Sf-‑900Ⅱ   SFM  (InvitrogenTM)   にペニシリンとストレプト
マイシンをそれぞれ最終濃度が   0.05  mg/ml になるよう加えたものを⽤用いて温
度 27℃で培養フラスコで単層培養するか，ガラス製の三⾓角フラスコで懸濁培養
した。植え継ぎは組織培養⽤用の培養フラスコの場合は，細胞がコンフルエントの
8  ~∼  10 割に達したときに，細胞が⽣生えている⾯面と⽔水平⽅方向にフラスコを激しく
数回振ることにより培養液のずり応⼒力によって剥がした。三⾓角フラスコの場合
は，130  rpmで振とうした。細胞を随時希釈することによって，細胞濃度が 1  ~∼  
4  x  106  cells/ml になるように維持した。  
  
②  High  FiveTM細胞系列   (BTI-‑TN-‑5B1-‑4)  
The  Boyce  Thompson  Institute  for  Plant  Research，Ithaca，NYで開発された
細胞系列であり，イラクサキンウワバ，Trichoplusia  ni の卵巣細胞に由来する。
この細胞系列は Sf9 よりタンパク質の発現効率が良く，5  ~∼  10 倍の発現量が期
待できるため，精製のためにタンパク質を発現させる場合に適している。  
細胞系列の維持は温度 27℃，培養フラスコ単層培養することで⾏行った。単層
培養での植え継ぎは Sf9 と同様に⾏行った。組み換えタンパク質を発現させると
きは事前に単層培養から液体振とう培養に移した。液体振とう培養では温度
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27℃，130  rpmで振とうして培養した。細胞濃度が 0.5  ~∼  4  x  106  cells/ml になる
ように維持した。どちらの培養においても無⾎血清培地 Express   Five   SFM  
(InvitrogenTM)   に L-‑Glutamine   を最終濃度が   17  mM   ,   ペニシリンとストレプ
トマイシン(PS)   を   最終濃度が   0.05  mg/ml   になるように加えたものを⽤用いた。  
  
コンストラクトの作製  
   シロイヌナズナのミオシンのコンストラクト  
本研究ではMYA2  MD，XI-‑B  MD，ATM1  MDのコンストラクトを作製し，
pFastBac1 発現ベクターに組み込んだ。ミオシンコンストラクトの pFastBac に
は，N 末端に精製を容易に⾏行う為の FLAG-‑tag   (DYKDDDDK)をコードする塩
基配列を，C末端にmyc-‑tag  (EQKLISEEDL)   と精製を容易に⾏行う為の  
His-‑tag(HHHHHHHH)と  
SBP-‑tag（MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREP）をコ
ードする塩基配列を付加した。  
全てのコンストラクトは昆⾍虫細胞へのバキュロウィルス感染後に，後述の
SDS   ポリアクリルアミド電気泳動により発現を確認した。  
  
①   MYA2  MD  
   MYA2  MDは，MYA2のN末の1番⽬目のアミノ酸から746番⽬目のアミノ酸に相当す
る。  
pENTR  MYA2−－full をもとにし，MYA2 の 1  ~∼  746 アミノ酸をコードする領域
を早稲⽥田⼤大学  富永博⼠士から頂いた cDNAを鋳型として PCRを⾏行った。PCRに
⽤用いたFプライマーにはサブクローニングの為のNcoIサイトを付加し，Rプライマー
にはサブクローニングの為のAgeIを付加した。PCR断⽚片をNcoI サイトと AgeI サ
イトを⽤用いて pFastBac に組み込んだ。発現させたタンパク質のアミノ酸配列は
N末から   FLAG-‑tag(DYKDDDDK)  -‑MYA2  MD（MYA2 の N末から 746 番⽬目
の ア ミ ノ 酸 ） -‑   myc-‑tag(EQKLISEEDL)‒–His-‑tag(HHHHHHHH)-‑SBP-‑tag
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（MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREP）である。  
  
②   XI-‑B  MD  
   XI-‑B  MDは，XI-‑B の N末の1番⽬目のアミノ酸から740 番⽬目のアミノ酸に相当す
る。  
   pENTR  XI-‑B−－full をもとにし，   XI-‑B の 1  ~∼  740 アミノ酸をコードする領域
を早稲⽥田⼤大学  富永博⼠士から頂いた cDNAを鋳型として PCRを⾏行った。PCRに
⽤用いたFプライマーにはサブクローニンの為のNcoIサイトを付加し，Rプライマーに
はサブクローニングの為のAgeIを付加した。PCR断⽚片をNcoI サイトとAgeI サイ
トを⽤用いて pFastBac に組み込んだ。発現させたタンパク質のアミノ酸配列はXI-‑B  
MD（XI-‑B の N 末から 740 番⽬目までのアミノ酸）-‑  myc-‑tag(EQKLISEEDL)  ‒–  
His-‑tag  (HHHHHHHH)である。  
  
③   ATM1  MD  
   当研究室の松本が作製した pFastBac-‑ATM1  MD  myc-‑His に対し，NcoI と
AgeI で処理し，ATM1  MD遺伝⼦子のNcoI,AgeI 切断断⽚片を得た。これを
pFastbac  FLAG-‑myc-‑His-‑SBP の NcoI,  AgeI の切断断⽚片に組み込んだ。発現す
るタンパク質は FLAG-‑tag(DYKDDDDK)-‑ATM1  MD（ATM1の N末から
842 番⽬目までのアミノ酸）-‑  myc-‑tag(EQKLISEEDL)  ‒–  His-‑tag  
(HHHHHHHH)  -‑SBP-‑tag
（MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREP）である。     
  
シロイヌナズナのアクチンのコンストラクト  
ACT1-‑T  (pFastBac  ACT1-‑thymosin-‑His)  
   理研バイオリソースセンターから取り寄せたシロイヌナズナ
ACT1(At2g37620)全⻑⾧長配列の遺伝⼦子の終⽌止コドンを除く 1131 番⽬目までを PCR
によって増幅させた。⽤用いた Fプライマーは，サブクローニングの為の aaa 及
び SpeI サイトを付加し，その配列は
AAAACTAGTATGGCTGATGGTGAAGACである。Rプライマーはサブクロ
ーニングの為の aaa と NheI サイトを付加し，その配列は
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TTTGCTAGCGAAGCACTTCCTGTGAACA   である。これらのプライマーを
⽤用いて PCRを⾏行い，SpeI-‑ACT1-‑NheI の配列を得た。この SpeI と NheI 切断
断⽚片を pFastBac1-‑thymosin-‑His の SpeI と NheI の切断断⽚片に組み込んだ。発
現させたACT1-‑T のアミノ酸配列はN末端からACT1 の全⻑⾧長配列-‑thymosin-‑
His  tag である。鋳型の遺伝⼦子は理研バイオリソースセンターから取り寄せた
pda07329 を使⽤用した。  
  
ACT2-‑T(pFastBac  ACT2-‑thymosin-‑His)  
   産業技術総合研究所  セルメカニクス研究グループ  上⽥田博⼠士から提供を受け
た pTIKL  A15P-‑ACT2-‑thymosin-‑His（Kijima  et  al.  2016）を鋳型にした PCR
により，ACT2-‑thymosin-‑His の遺伝⼦子を増幅させた。⽤用いた Fプライマー
は，サブクローニングの為の aaa 及び SpeI サイトを付加し，その配列は
AAAACTAGTATGGCTGAGGCTGATGである。Rプライマーは，サブクロ
ーニングの為の aaa と XhoI サイトを付加し，その配列は
TTTCTCGAGTTAATGATGGTGATGATGGTGである。これらのプライマ
ーを⽤用いて PCRを⾏行い，SpeI-‑ACT2-‑thymosin-‑His-‑XhoI の配列を得た。この
SpeI と XhoI 切断断⽚片を pFastBac1 の SpeI と XhoI の切断断⽚片に組み込んだ。
発現させたACT2-‑T のアミノ酸配列はN末端からACT2 の全⻑⾧長配列-‑
thymosin-‑His  tag である。  
  
ACT7-‑T(pFastBac  ACT7-‑thymosin-‑His)  
   産業技術総合研究所  セルメカニクス研究グループ  上⽥田博⼠士から提供を受け
た pTIKL  A15P-‑ACT7-‑thymosin-‑His（Kijima  et  al.  2016）を鋳型にした PCR
によりACT7-‑thymosin-‑His の遺伝⼦子を増幅させた。⽤用いた Fプライマーは，
サブクローニングの為の aaa 及び SpeI サイトを付加し，その配列は  
AAAACTAGTATGGCTGATGGTGAGGである。⽤用いたRプライマーは，サ
ブクローニングの為の aaa 及び XhoI サイトを付加し，その配列は  
TTTCTCGAGTTAATGATGGTGATGATGGである。これらのプライマーを
⽤用いて PCRを⾏行い，SpeI-‑ACT7-‑thymosin-‑His-‑XhoI の配列を得た。この SpeI
と XhoI 切断断⽚片を pFastBac1 の SpeI と XhoI の切断断⽚片に組み込んだ。発現
させたACT2-‑T のアミノ酸配列はN末端からACT7 の全⻑⾧長配列-‑thymosin-‑His  
tag である。  
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組み換え   バキュロウイルスの産⽣生と感染・増幅  
   ⼀一連の作業ではBac-‑to-‑Bac  Baculovirus  Expression  Systems  (InvitrogenTM)   を
利⽤用し，同社マニュアルに従った。  
  
①   組み換え bacmid の産⽣生及び選択  
上記のコンストラクトを組み込んだpFastBac1発現ベクターをdonor  plasmid
として，bacmid と helper  plasmid を含むDH10Bac   (E.coli)   にトランスフォー
メーションし，抗⽣生物質   (50µg/ml   kanamycin,7µg/ml   gentamicin,   10µg/ml  
tetracycline)   と 100µg/ml  X-‑gal 及び 40µg/ml イソプロピルチオガラクトシド  
(IPTG)   を含む LB 培地の寒天プレートにストリークした。  ここで，E.coli   内
では，トランスポジションが起き，pFastBac1 に組み込まれた外来遺伝⼦子が
bacmid 上にのる。トランスポジションが起きた DH10Bac は⽩白いコロニーを形
成するので，⻘青⽩白選択を⾏行い，組み換え bacmid を含むDH10Bac のコロニーを
得た。さらに，組み換え bacmid を含むコロニーを上記と同じように調整したプ
レートにリストリークして，本当に⽩白いコロニーであることを確認した。ここで
得られたコロニーを 2   ｍl の LB 培地に移し，37℃で培養した。培養した
DH10Bac から組み換え bacmid をアルカリプレップ法により精製し，40  µl の
Tris-‑EDTAに溶かした。  
  
②   組み換えbacmidの Sf9細胞へのトランスフェクション/バキュロウイルスの
産⽣生  
直径 35  mmの組織培養⽤用シャーレに抗⽣生物質   (penicillin,  streptomycin)を添
加した Sf-‑900II  SFM(Life  Technologies,  Inc.)を 2  ml 加え，コンフルエントの 8
割程度に Sf9 細胞を蒔いた。その後，27℃で 1 時間以上静置して，細胞が張り
付くのを待った。  
滅菌したNUNCLON  1.0  ml   チューブ内で以下の溶液を調整した。  
SolutionA:  12.5  µl の bacmid 溶液を 100  µl の抗⽣生物質を含まない Sf-‑900II  SFM
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で希釈したもの  
SolutionB:  6  µl の CellFECTIN(Life  Technologies,   Inc.)試薬を 100  µl の抗⽣生物
質を含まない Sf-‑900II  SFMで希釈したもの  
これらの溶液を混合し，室温で 15 分間静置した。  
Sf9 を蒔いたシャーレの培地を取り除き，2  ml の抗⽣生物質を含まない Sf-‑900II  
SFMで細胞を洗った。  
上記混合液に 0.8  ml の抗⽣生物質を含まない Sf-‑900II  SFMを加えて混合した。
続いてシャーレから細胞を洗うのに使った培地を除き，この混合液を加え，27℃
で 5時間静置した。その後，混合液を除き，抗⽣生物質を含む Sf-‑900II  SFMを 2  
ml と FBS を 200  ml 加えて 27℃で 72 時間培養した。培養の後，バキュロウイ
ルスを含む培地を回収した。  
  
③   バキュロウイルスの感染・増幅  
回収したバキュロウイルスを増幅するため，Sf9 細胞に感染をさせた。直径 10  
cm の組織培養⽤用シャーレに抗⽣生物質⼊入りの Sf-‑900II  SFMを 8  ml 加えて，コン
フルエントの 5 割程度になるように細胞を蒔き，1 時間以上静置して細胞を張
り付かせた。細胞が張り付いたのを確認した後，培地を除いて新たに 2  ml の培
地を加える。ここにバキュロウイルス液を 1  ml 加える。10 分毎にシャーレをゆ
すって，細胞が乾かないように，また，ウイルス液を満遍なく⾏行き渡らせるよう
にした。1時間後に培地 8  ml と 1/10  volume の FBS を追加し，27℃に置いた。
感染後 48 時間たってから，培地を回収した。感染させてから 48 時間後に回収
する作業を繰り返し，バキュロウイルスの増幅を完了させた。  
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シロイヌナズナミオシンコストラクトの発現  
   High  Five 細胞を液体培地で振盪培養し，250  ml の培養液で 4.0  x  106  cells/ml
になるまで増やした。800  x  g，4℃で 10 分間遠⼼心して細胞を集め，50  ml の培
地 Express  Five  SFM(Life  Technologies,   Inc.)で懸濁し，ここに増幅したミオシ
ンのバキュロウイルス液を 10  ml，200  ml の FBS を加え，50  rpmでフラスコを
振って感染させた。1時間後に Express  Five  SFMを加え 500  ml に調整し，41.5
時間後にタンパク質の精製を⾏行った。  
  
アクチンコンストラクトの発現  
High  Five 細胞を液体培地で振盪培養し，250  ml の培養液で 4.0  x  106  cells/ml
になるまで増やした。800  x  g，4℃で 10 分間遠⼼心して細胞を集め，50  ml の培
地 Express  Five  SFM  (gibco  by  life  technologies)で懸濁し，ここに増幅したアク
チンのバキュロウイルス液を 15  ml，50  rpmでフラスコを振って感染させた。1
時間後に Express  Five  SFMを加え 500  ml に調整し，41.5 時間後にタンパク質
の精製を⾏行った。  
  
シロイヌナズナミオシンの精製  
ミオシンの精製は Homma らの⽅方法を改変した⽅方法で⾏行った。(Homma  et   al.  
2000)  
MYA2，ATM1は以下の⽅方法で精製した。  
バキュロウイルスを感染させた細胞培養液を 1400  x  g  ,  4℃で 10 分遠⼼心した後,  
上清を除去し細胞を回収した。回収した細胞を 500  ml   の Cell  Wash  Buffer  [150  
mM  NaCl,  10  mM  Hepes-‑KOH  (pH  8.0),  1  mM  MgCl2]   で懸濁して洗い,  1400  x  
g,  4℃で 10 分遠⼼心した。その後細胞の重量を測定した。細胞に 2  ~∼  4  vol/g  cells
の Lysis  Buffer  [200  mM  NaCl,  50  mM  KCl,  5  mM  MgCl2,  7  mM  ATP,  10  mM  
β-‑ME,  1%  Nonidet  P-‑40,  protease   inhibitors*,  30  mM  Hepes-‑KOH  (pH  8.0),  
10%  glycerol]   を加えて懸濁し,   氷上で 10 分間静置した。これを 38000  x  g,  4℃
で 15   分遠⼼心して上清を回収し,   さらに 133440  x  g,  4℃で 30 分超遠⼼心した。  
                                                    - 15 - 
回収した上清にEquilibration  Buffer  [200  mM  NaCl  ,  50  mM  KCl,  5  mM  MgCl2,  
30  mM  Hepes-‑KOH   (pH   8.0),   10%   glycerol]   で平衡化した Ni-‑NTA   agarose  
（GE  Healthcare）を混合して 4℃で,  90 分間 rotor で⾼高速回転してHis-‑tag を持
つミオシンコンストラクトをビーズに吸着させた。ローテーション終了後,   ビー
ズをカラムに詰め,  Wash  buffer  [200  mM  NaCl,  50  mM  KCl,  5  mM  MgCl2,  2  mM  
ATP,  10  mM  β-‑ME,  30  mM  Hepes-‑KOH  (pH  8.0),  protease  inhibitors***,  20  
mM  imidazole  pH  8.0,  10%  glycerol],  Wash  Low  Salt  buffer  [50  mM  KCl,  5  mM  
MgCl2,   2   mM   ATP,   7   mM   β-‑ME,   30   mM   Hepes-‑KOH   (pH   8.0),   protease  
inhibitors***,  30  mM  imidazole  (pH  8.0),  10%  glycerol]で洗った。最後に Elution  
Buffer  [50  mM  KCl,  5  mM  MgCl2,  2  mM  ATP,  7  mM  β-‑ME,  30  mM  Hepes-‑
KOH  (pH  8.0),  protease  inhibitors***,  250  mM  imidazole  (pH  8.0),  10%  glycerol]  
で溶出した。溶出液をカラムに⼊入れ,   平衡化した ANTI  FLAGⓇ   M2  Agarose  
from  mouse   (SIGMA)と混合し,  4  ℃で,  1   時間 rotor で⾼高速回転した。ANTI  
FLAGⓇ   は Equilibration  Buffer  [150  mM  NaCl,  50  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4)]  
で洗い,  0.1  M  Glycine-‑HCl  (pH  3.5)でビーズに吸着している不純物を取り除い
た後,   再度   Equilibration  Buffer  [150  mM  NaCl,  50  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4)]  ,  
Flag  Wash  buffer  [150  mM  KCl,  4  mM  MgCl2,  0.1  mM  EGTA,  25  mM  Hepes-‑
KOH  (pH  7.4),  10%  glycerol]で平衡化した。  
ローテーション終了後,  Flag  Wash  buffer  [150  mM  KCl,  4  mM  MgCl2,  0.1  mM  
EGTA,  0.5  mM  DTT,  2  mM  ATP,  protease   inhibitor***,  25  mM  Hepes-‑KOH  
(pH  7.4),  10%  glycerol]でビーズを洗い,   さらに Flag  Wash  Low  KCl  buffer  [25  
mM  KCl,   4  mM  MgCl2,   0.1  mM  EGTA,   0.5  mM  DTT,   2  mM  ATP,   protease  
inhibitor**,   25   mM   Hepes-‑KOH   (pH   7.4),   10%   glycerol]で洗った。その後
Elution  Buffer  [25  mM  KCl,  4  mM  MgCl2,  0.1  mM  EGTA,  0.5  mM  DTT,  0.1  mM  
ATP,   protease   inhibitor**,   25   mM  Hepes-‑KOH   (pH   7.4),   10%   glycerol   ,   0.5  
mg/ml  1×Flag  peptide  (SIGMA)]で溶出した。  
  
*  6.7  µg/ml  Chymostatin,  6.7  µg/ml  Pepstatin  A,  50  µg/ml  Leupeptin,  0.25  mM  
PMSF,  12.5  µg/ml  TAME,  12.5  µg/ml  TPCK,  50  µg/ml  TLCK  
  
**   5  µg/ml  Chymostatin,   5  µg/ml  Pepstatin  A,   25  µg/ml  Leupeptin,   0.25  mM  
PMSF  
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***  5  µg/ml  Chymostatin,  5  µg/ml  Pepstatin  A,  25  µg/ml  Leupeptin,  0.25  mM  
PMSF,  12.5  µg/ml  TAME,  12.5  µg/ml  TPCK,  25  µg/ml  TLCK  
  
XI-‑B は以下の⽅方法で精製した。  
   細胞培養液を 1400  x  g  ,  4℃で 10 分遠⼼心した後，上清を除去し，細胞を回収し
た。回収した細胞を 500  ml   の Cell  Wash  Buffer  [150  mM  KCl,  10  mM  Hepes-‑
KOH  (pH  8.0),  4  mM  MgCl2]   で懸濁して洗い，1400  x  g   ，4℃で 7分遠⼼心して
上清を除去した。その後，細胞の重量を測定し，細胞に 4  vol/g   cells の Lysis  
Buffer  [170  mM  KCl,  4  mM  MgCl2,  0.1  mM  EGTA,  10  mM  DTT,  1  mM  ATP,  
1%   Nonidet   P-‑40,   protease   inhibitors*,   30   mM   Hepes-‑KOH   (pH   8.0),   10%  
glycerol]   を加えて懸濁してから，氷上で 10 分間静置した。その後，最終濃度が
1.5  mMとなるように ATP を追加した。これを 300000  x  g   ，4℃で 40 分超遠
⼼心して上清を回収した。これにそれぞれ最終濃度が 0.3  mg/ml  F-‑actin,  50  mM  
glucose,   20   units/ml   hexokinase   になるよう F-‑actin,   glucose,   hexokinase,  
protease  inhibitors**を加え,  4℃で 2時間静かにローテーションをした。ここで
ミオシンコンストラクトはアクトミオシンの rigor を形成するのでこれを
300000  x  g   ，4℃で 40 分間超遠⼼心し，F-‑アクチンと共沈させた。上清を除去し，
Pellet  Wash   Buffer   [150  mM  KCl,   4  mM  MgCl2,   1  mM  DTT,   1  mM  EGTA,  
protease  inhibitors**,  30  mM  Hepes-‑KOH  (pH  8.0),  10%  glycerol]   を遠沈チュ
ーブに⼊入れ，パラフィルムでふたをしてからチューブを数回反転させて沈殿と
チューブ内壁を洗った。続いて Pellet  Suspension  Buffer   [330  mM  KCl,  7  mM  
MgCl2,  7  mM  ATP,  10  mM  β-‑ME,  protease  inhibitor**,  30  mM  Hepes-‑KOH  (pH  
8.0)]   で沈殿をよく懸濁し，パラフィルムでふたをしてからチューブを数回反転
させた後，300000   x   g，4℃で 40 分間超遠⼼心して上清を回収した。これに
Equilibration  Buffer  [300  mM  KCl,  3  mM  MgCl2,  20  mM  Hepes-‑KOH  (pH  8.0),  
10%  glycerol]   で平衡化したNi-‑NTA  agarose  （GE  Healthcare）を混合して 4℃
で,  90 分間 rotor で⾼高速回転してHis-‑tag を持つミオシンコンストラクトをビー
ズに吸着させた。ローテーション終了後,   ビーズをカラムに詰め,  Wash  Buffer  
[300  mM  KCl,  3  mM  MgCl2,  1  mM  ATP,  10  mM  β-‑ME  ,  20  mM  Hepes-‑KOH  
(pH  8.0),  protease  inhibitors**,  30  mM  imidazole  (pH  8.0)]   で洗った。最後に
Elution  Buffer  [300  mM  KCl,  3  mM  MgCl2,  1  mM  ATP,  10  mM  β-‑ME,  20  mM  
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Hepes-‑KOH  (pH  7.4),  protease  inhibitors**,  250  mM  imidazole  pH  8.0]   でミオ
シンを溶出した。溶出したミオシンは   200   倍の透析液   [75  mM  KCl,   4  mM  
MgCl2,  10%  glycerol,  1  mM  DTT,  protease  inhibitors**,  25  mM  Hepes-‑KOH  (pH  
7.4)]に透析し,  buffer を調整してから回収した。  
  
⾻骨格筋ミオシン(S1)の精製  
   ⾻骨格筋ミオシン(S1)はWeeds  AG  and  Pope  B らの⽅方法に従って精製した
(Weeds  and  Pope.  1977)。  
ウサギから精製してきた⾻骨格筋ミオシンを 0.12  M の低イオン強度の buffer で
透析し，太いフィラメント状にした。その後，キモトリプシンを⽤用いて，ミオシ
ンフィラメントを切断することで，モータードメインである S1 を得た。  
  
シロイヌナズナアクチンの精製  
   アクチンコンストラクトの精製はNoguchi らの⽅方法を改変して⾏行った
(Noguchi  et  al.  2007)。  
   細胞培養液を 1,400  x  g，2℃で 10 分間遠⼼心した後，上清を除去し，細胞を回
収した。回収した細胞を 500ml   の Cell  Wash  Buffer[10  mM  Hepes-‑KOH  (pH  
7.4)，150  mM  NaCl，1  mM  MgCl2]で懸濁して洗い，1,400  ×  g，2℃で 10 分
間遠⼼心した。上清を除去した後，細胞の重量を測定した。その後，3  vol/g  cells
の Binding  buffer[20  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4)，10  mM  imidazole  (pH  7.4)，
500  mM  NaCl，1  mM  ATP，7  mM  β−－ME，protease  inhibitors*]を加え，氷
浴上で 5  ~∼  10 分間静置し，細胞を破砕した。その後，細胞破砕液を 21376  x  
g，2℃で 30 分間遠⼼心した後，上清を回収した。この上清に Equilibration  
Buffer[20  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4)，10  mM  imidazole  (pH  7.4)，500  mM  
NaCl]で平衡化したNi-‑NTA  agarose（QIAGEN）を混合し，4℃で 90 分間
rotator により回転させてHis-‑tag を持つアクトチモシンをビーズに吸着させ
た。それをカラムに詰め，不純物の量が 5  µg/ml 以下になるまでWash  
Buffer1[10  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4)，20  mM  imidazole  (pH  7.4)，1  M  
NaCl，1  mM  MgCl2，0.2  mM  ATP，7  mM  β-‑ME，protease  inhibitors*]でビ
ーズを洗った。その後，Wash  buffer2[10  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4)，20  mM  
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imidazole  (pH  7.4)，1  M  NaCl，1  mM  MgCl2，0.2  mM  ATP，7  mM  β-‑ME]，
Wash  buffer3[10  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4)，30  mM  imidazole  (pH  7.4)，1  M  
NaCl，1  mM  MgCl2，0.2  mM  ATP，7  mM  β-‑ME]の順でビーズを洗った。続
いて Elution  Buffer[10  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4),  250  mM  imidazole  (pH  7.4),  
0.2  mM  MgCl2,  0.2  mM  ATP,  7  mM  β−－ME]でアクトチモシンを溶出した。溶
出したサンプルはG-‑buffer[2  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4),  0.2  mM  CaCl2,  0.2  
mM  ATP,  1  mM  DTT,  0.04%  NaN3]で⼀一晩透析し，protease  inhibitor を取り除
いた。  
   透析した溶出サンプルを 21376  x  g  2℃で遠⼼心し，上清を回収した。この上清
に対し，アクトチモシン量に対し，適量のTLCK-‑treated  
chymotrypsin(SIGMA)(1/100  ~∼   １/200，10  min  ~∼  20  min  at  25℃)を加え，ア
クチンとチモシンを分離させた。この反応は protease  inhibitors**で反応を⽌止め
た。キモトリプシン処理後，反応液に最終濃度が   10  mM  Hepes-‑KOH  (pH  
7.4),  50  mM  KCl,  2  mM  MgCl2,  1  mM  ATP,  1  mM  DTTを加え，25℃で 2時間
静置し，アクチンを重合させた。重合後，30,0000  x  g,  25℃で 30 分間超遠⼼心を
⾏行い，上清を除去した。その後，沈殿にG-‑buffer を加え，氷上で 30 分間静置
し，沈殿を膨潤させた。静置後，沈殿を回収し，ホモジナイズ(10 回   x  5set  on  
ice  3  min)を⾏行った。そのサンプルをG-‑buffer で透析(5 時間，15 時間，25 時
間ごとに透析液を交換)し，アクチンを脱重合させた。また，精製サンプルの
濃度がミオシンのATP加⽔水分解活性の測定に必要な値に達しない場合，随時
AquacideII  (Calbiochem)を⽤用いて濃縮した。  
   透析したサンプルは 30,000  x  g,  4℃で 30 分間超遠⼼心し，その上清を回収し
た。回収した上静に最終濃度が   10  mM  DTTを加え，−－80℃の deep  freezer
で保存した。また，回収した精製サンプルの濃度がミオシンのアクチン活性化
ATP加⽔水分解活性の測定に必要な値に達しない場合，随時AquacideII  
(Calbiochem)を⽤用いて濃縮した後，−－80℃の deep  freezer で保存した。  
  
*  6.7  µg/ml  Chymostatin,  6.7  µg/ml  Pepstatin  A,  50  µg/ml  Leupeptin,  0.25  mM  
PMSF,  12.5  µg/ml  TAME,  12.5  µg/ml  TPCK,  50  µg/ml  TLCK  
  
**   5  µg/ml  Chymostatin,   5  µg/ml  Pepstatin  A,   25  µg/ml  Leupeptin,   0.25  mM  
PMSF,  12.5  µg/ml  TAME,  12.5  µg/ml  TPCK,  25  µg/ml  TLCK  
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⾻骨格筋アクチンの精製  
アクチンはトリ⾻骨格筋のアセトンパウダーから抽出，精製をした   (Spudich  
and  Watt  1971)   。  
すり潰したアセトンパウダー1  g に対して 20  ml の A  buffer  [0.2  mM  CaCl2  ,  
0.2  mM  ATP  ,  0.005%  NaN3  ,  2  mM  Tris-‑HCl  (pH  8.0)]   に protease  inhibitors*  
を加えたものを⼊入れ 4℃で 30 分間スターラーで撹拌し，G-‑actin を抽出するこ
とを 2回繰り返した。抽出したG-‑actin は 20000  x  g，4℃で 20 分間遠⼼心してか
ら上清を集め，その上清に最終濃度が   50  mM  KCl  ,  1  mM  MgCl2  ,  1  mM  ATP  
になるように塩と ATP を加え，室温で 2 時間重合させた。室温で 2 時間重合
後，さらに最終濃度が   0.6  M になるようにKCl を加え，スターラーで激しく撹
拌しトロポミオシンを解離させた。その後 150000  x  g，4℃で 2時間遠⼼心して上
清を捨て，遠沈チューブに少量の A  buffer を加えてチューブ内壁とペレット表
⾯面を洗ってからペレットを A  buffer に懸濁し，ホモジェナイズした。その溶液
を 20 倍の A  buffer に 5 時間以上透析することを 3 回繰り返して G-‑actin を得
た。  
精製したG-‑actin は 50  mM  KCl   ，2  mM  MgCl2   ，1  mM  ATPで 4℃⼀一晩静置
して重合させた。  
  
SDS   ポリアクリルアミド電気泳動  
SDS 電気泳動⽤用の試料は，SDS  Sample  buffer  [  8%  SDS  ,  20%   β-‑ME  ,  40%  
glycerol  ,  0.006%  BPB  ,  250  mM  Tris-‑HCl  (pH  7.0)  ]とタンパク質溶液を 1:3 で
混ぜて 5分間煮沸した。  
SDS   ポリアクリルアミド電気泳動(SDS-‑PAGE)は，Laemmli(Laemmli.  1970)
の⽅方法に従い，濃縮⽤用に 3%   ，分離⽤用に 8%のアクリルアミドゲルを⽤用いた。  
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F-‑actin の rhodamine-‑phalloidin 蛍光標識  
F-‑アクチンのローダミン・ファロイジン蛍光標識は Yanagida らの⽅方法
（Yanagida  et  al.  1984）に従って⾏行った。  
ローダミンファロイジンメタノール溶液(200  units/ml)を 50  µl とり,   アスピ
レーターで陰圧にしてメタノールを蒸発させた。そこに F-‑アクチン buffer   [25  
mM  KCl,  4  mM  MgCl2,  1  mM  EGTA,  1  mM  DTT,  25  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4)]
を 145  µl 加えよく懸濁した。懸濁液に最終濃度が 33  µg  /  ml となるように F-‑ア
クチンを 5  µl 加えて静かに撹拌し,   遮光して 12 時間氷上に置いてローダミン・
ファロイジン F-‑アクチンを得た。  
  
F-‑actin の Cy-‑3 スクシンイミド標識  
   アクチンのCy-‑3 スクシンイミド標識は  
   G-‑アクチンに最終濃度が   10  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4),  50  mM  KCl,  2  mM  
MgCl2,  0.5  mM  ATP,   になるように加え重合させた後，F-‑buffer[10  mM  
Hepes-‑KOH  (pH  7.4),  50  mM  KCl,  2  mM  MgCl2,  0.5  mM  ATP]で透析し，
DTTを取り除いた。重合させた F-‑アクチンを F-‑buffer で 20  ~∼  50  µMに希釈
し，モル⽐比で 1:1 になるようにCy3-‑succinimidyl  ester を加え，氷上で 4時間
静置した。静置したサンプルを 286,000  x  g   で 10 分間遠⼼心し，上清を取り除い
た。沈殿をG-‑buffer(Tris)[2  mM  Tris  (pH  7.4),  0.2  mM  CaCl2,  0.5  mM  ATP,  
0.5  mM  DTT]で懸濁する事で架橋反応を⽌止め，同じ buffer で 2 ⽇日間透析し
た。透析後，サンプルを 286,000  x  g   で 10 分間超遠⼼心し，上清を回収した。使
⽤用する際には無標識のG-‑アクチンとモル⽐比で 1:9 になるように重合させ，⽤用い
た。  
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アクチン活性化 ATP加⽔水分解活性の測定  
アクチン活性化 ATP 加⽔水分解活性の測定にはマラカイトグリーン法  
(Kodama  et  al,  1986)   を⽤用いた。ミオシンのアクチン活性化ATP加⽔水分解反応
は反応液   [25  mM  KCl  ,  4  mM  MgCl2  ,  1  mM  DTT  ,  2  mM  ATP  ,  1  mg/ml  BSA  ,  
3  ~∼  95.2  µM(0.125mg/ml   〜～   4.0  mg/ml)F-‑actin  ,  25  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4)]  
に，精製したミオシンを加えて⾏行った。BSA はミオシンがチューブ内壁に吸着
することを防ぐために加えた。反応は 25℃で⾏行った。反応液にコンストラクト
を加えて反応を開始させ，反応を開始した直後を含めて 2  ~∼  3 点を反応液からサ
ンプリングした。サンプリングした反応液は最終濃度が   0.3  M となるように
PCAを加えて反応を停⽌止させ，サンプリングした時間を記録しておいた。  
溶液中の無機リン酸濃度の測定には，マラカイトグリーン溶液   [0.7  M  HCl,  
0.2%  Disodium  Molybdate   (VI)  Dihydrate   (WAKO),   0.03%  Malachite  Green  
oxalate   (CHROMA-‑GESELLSCHAFT),   0.05%  Triton  X-‑100]   の発⾊色を利⽤用し
た。PCAで停⽌止させた反応液を等量のマラカイトグリーン溶液と混合し，30℃
の⽔水槽中で 25 分間静置して発⾊色させた。分光光度計を⽤用いて，発⾊色させた溶液
の波⻑⾧長 650  nmでの吸光度を測定し，その変化から反応液のリン酸化濃度の変化
を計算し，ミオシンコンストラクトの各アクチン濃度条件でのアクチン活性化
ATP加⽔水分解活性を測定した。  
  
in  vitro  motility  assay  
運動速度は in  vitro  motility  assay によって測定した   (Sweeney  et  al.      1998)   。
この実験系では flow  cell という装置を⽤用いた。まず，Pentyl  Acetate   (WAKO)  
に溶解した 0.1%  nitrocellulose でスライドガラスとカバースリップをコートし
た。コートしたスライドガラスを⼟土台に，未処理のカバースリップを細く切って
作ったスペーサー2 枚をはさみ，その上にコートしたカバースリップを 2 等分
したものをのせて，flow  cell を作成した。それぞれのパーツの接着にはシリコン
グリース   (HIGH  VACUUME   ，ダウ   コーニング   アジア)   を⽤用いた。スペー
サーの間隔を調整して flow  cell の容積が 5  ~∼  10  µl   になるようにした。  
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実験の間，顕微鏡で観察する前まで flow  cell は流し込んだ溶液の蒸発を防ぐ
ためにウェットチャンバー   (スチロール製のケースの中に⽔水でぬらしたキムワ
イプを敷き，chamber 内の湿度を保てるようにした装置)   に⼊入れて作業を⾏行っ
た。  
まず，作成した flow  cell に c-‑myc 抗体   (0.2  mg/ml   に PBS  (pH  7.5)で希釈)  
を容積の 1倍量流し込み，室温で 30 分間静置した。次に c-‑myc 抗体の吸着して
いないガラス表⾯面にミオシンが⾮非特異的に吸着しないように BSA 溶液   [1  
mg/ml  BSA  ,30  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4),150  mM  NaCl,0.04%  NaN3]   を容積
の 6倍量流し込み，室温で 30 分間静置し，抗体の吸着していないガラス表⾯面を
BSA によってブロッキングした。30 分後ガラス表⾯面に吸着していない BSA を
洗い流す為に Wash  buffer[150  mM  KCl,   4  mM  MgCl2,1  mM  EGTA,   ,25  mM  
Hepes-‑KOH  (pH  7.4),  3  mM  ATP,  1  mM  DTT]を容積の 3倍量流した。その後，
ミオシン溶液を濃度が   c-‑myc 抗体全てに結合する濃度でガラス表⾯面をブロッキ
ングした flow  cell に，容積の 1.5 倍量を流し込み室温で 15 分間静置した。その
後，抗体に吸着していないミオシンを洗い流すために再びWash   buffer を容積
の 3 倍量流し込んだ。スライドガラスに結合したミオシンの中には操作の途中
で変性してしまいATP存在下でもアクチンと強く結合したまま動かないミオシ
ンが混じっていることがあり，それがアクチン滑り運動を阻害することがある。
そのため F-‑actin 溶液   [0.17  mg/ml  F-‑actin,  150  mM  KCl,  4  mM  MgCl2,1  mM  
EGTA,  25  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4),  1  mM  DTT]   を容積の 2倍量流し込み，
室温で10分間静置し蛍光標識をしていないアクチン繊維を先に変性したミオシ
ンに結合させた。その後再び flow  cell 内 Wash   buffer で洗い，Rh-‑ph-‑actin  
(rhodamine-‑phalloidin で蛍光標識した F-‑actin)   溶液   [0.33  µg/ml  Rh-‑ph-‑actin,  
150  mM  KCl,  4  mM  MgCl2,1  mM  EGTA,25  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4),1  mM  
DTT]   を容積の 1.5 倍量流し込んだ。最後に ATP を⼊入れた運動開始溶液   [150  
mM  KCl,  4  mM  MgCl2,1  mM  EGTA,  25  mM  Hepes-‑KOH  (pH  7.4),  3  mM  ATP,  
10  mM  DTT,  10  mM  Glucose]   を容積の 3倍量流し込み，   Rh-‑ph-‑actin が運動
する様⼦子を蛍光顕微鏡で観察し，イメージインテンシファイア付きCCDカメラ  
(DII-‑2050  CanonFD-‑M52)でビデオに録画した。  
アクチン滑り運動速度はビデオで録画した画像を⻑⾧長岡技術⼤大学の本多博⼠士の作
成したプログラムを使って測定した。  
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結果  
  
   本論⽂文では，研究①において，シロイヌナズナの 13 種類のクラス XI ミオシ
ンを網羅的に機能解析した。私は，シロイヌナズナの 13 種類のクラス XI ミオ
シンの内，   MYA2 と XI-‑B の機能解析を⾏行った。ついで，研究②において，シ
ロイヌナズナミオシンのアクチン活性化ATP加⽔水分解活性およびアクチン滑り
運動がアクチンアイソフォームによって違いがあるかを，シロイヌナズナの 3
種のアクチンアイソフォームおよび⾻骨格筋アクチンを⽤用いて調べた。  
  
研究   ①   シロイヌナズナクラス XI ミオシンの機能解析  
  
①-‑１．コンストラクトの作製および発現と精製  
   シロイヌナズナには 13 種類のクラスXI ミオシン(MYA1,  MYA2,  XI-‑A,  XI-‑B,  
XI-‑C,  XI-‑D,  XI-‑E,  XI-‑F,  XI-‑G,  XI-‑H,  XI-‑I,  XI-‑J,  XI-‑K)が存在する(Reddy.  2001)  
(Fig.  1)。⼀一般的に多くのクラスXI ミオシンの主な機能は，オルガネラの輸送や
原形質流動駆動と考えられている（Walter  and  Holweg  2008）。植物細胞からク
ラスXI ミオシンを，活性が測定できる純度と収量をもって，精製するのは⾮非常
に難しい。このため，多くのクラスXI ミオシンの活性は分⼦子⽣生物学的⼿手法によ
るタンパク質の発現，精製が⽤用いられてきた(Ito  et  al.  2003,  2007,  2009,  2013;  
Haraguchi  et  al.  2014,  2016)。クラス XI ミオシンの分⼦子構造は，N末端から，
アクチンと結合するモータードメイン,   軽鎖が結合する 6つの IQモチーフ，⼆二
量体を形成するコイルドコイル領域，オルガネラ等に結合する球状尾部ドメイ
ンから構成される   (Tominaga  and  Nakano  2012)（Fig.  2）。ミオシンのそれぞれ
の IQ モチーフにはカルモジュリンやカルモジュリン様蛋⽩白質などの軽鎖が結
合する。ミオシンの IQモチーフに軽鎖が結合していないと，正しい⽴立体構造を
とれずに，活性を失う(Ito  et  al.  2003)（Fig.  3）。そのため分⼦子⽣生物学的⼿手法によ
るタンパク質発現系においては，ミオシン遺伝⼦子とともに軽鎖遺伝⼦子を共発現
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させる必要がある。しかし，ほとんどのクラスXI ミオシンの軽鎖はわかってい
ないので，ほとんどのミオシンについて，タンパク質発現系において機能的なミ
オシンを作るのは難しい。この軽鎖の問題を回避するための有効な⽅方法として，
IQモチーフを含まないモータードメインのみのコンストラクトを作製し，発現，
精製する⽅方法があげられる（Ito  et  al.  2003,  2007,  2009.  ,  Haraguchi  et  al.  2014,  
2016）。本研究でもこの⼿手法に従った。シロイヌナズナの 13 個のクラス XI ミオ
シンの内，私はMYA2，XI-‑B のコンストラクトを分⼦子⽣生物学的⼿手法により作製
し，発現，精製し，機能解析を⾏行った。マイクロアレイによる転写解析から，
MYA2 は花粉以外の植物体全体で，他の多くのミオシンに⽐比べて発現量が多く，  
XI-‑B は，花粉において圧倒的に多く発現していることが⽰示唆されている（Avisar  
et  al.  2009）（Fig.  4）。それぞれのモータードメインをシロイヌナズナの cDNA
からクローニングし，昆⾍虫培養細胞を⽤用いて発現させ，Ni-‑NTA カラム，Flag-‑
カラムの２つのカラムによって精製した（材料と⽅方法  参照）。精製したミオシン
の SDSポリアクリルアミド電気泳動の写真を Fig.  5 に⽰示す。各モータードメイ
ンの純度は約 95％以上であった。  
  
①-‑  2．アクチン活性化Mg2+  ATP 加⽔水分解活性  
   アクチン濃度   2.98  ~∼  95.2  µM  (0.125  ~∼  4.0  mg/ml)   において，⼀一定時間あた
りに放出された無機リン酸   (Pi)   の濃度をマラカイトグリーン法により測定し，
ミオシン1分⼦子が1秒間に分解するATPの個数を求めた。アクチン活性化Mg2+  
ATP 加⽔水分解活性の測定はミオシンの活性に⼀一般的に⽤用いられている 25  mM  
KCl でおこなった。測定⽅方法は[材料と⽅方法]に書いたとおりである。なお，研究
①におけるアクチンは，純度よく,⼤大量に精製可能なニワトリの⾻骨格筋アクチン
を⽤用いた。ミオシンの ATP 加⽔水分解活性はアクチン繊維存在下で活性化され，
アクチンの濃度が低濃度のときはアクチン濃度に直線的に,   ⽐比例して，活性が上
がった。アクチン濃度が 20  µM以上になるとグラフの直線が寝てきて，アクチ
ン濃度変化による活性化曲線はV  =  Vmax   [S]/(Km  +  [S])で近似できるミカエリ
ス・メンテン型となった（V   は酵素活性，Vmax   は最⼤大酵素活性，Km   はカエリ
ス・メンテン定数，[S]は基質濃度）。本研究では，ミカエリス・メンテン定数（最
⼤大活性であるVmaxの半分の活性を⽰示す時のアクチン濃度   (Km)）をアクチンとの
親和性の指標とした。Km値が⼩小さいほどアクチンとの親和性が⾼高いことを表し
ている。  
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      Fig.  6 は様々な⾻骨格筋アクチン繊維濃度におけるMYA2  MDのアクチン活性
化ATP加⽔水分解活性をプロットしたグラフである。ミカエリス・メンテン式に
グラフフィッティングすることにより，Vmax   と Kmを求めたところ，Vmaxは 59  
±   1.1  Pi/head/sec，Km値は   39   ±   1.6  µMであった。Fig.  7 は様々な⾻骨格筋ア
クチン繊維濃度における XI-‑B  MDのアクチン活性化ATP加⽔水分解活性をプロ
ットしたグラフである。ミカエリス・メンテン式にグラフフィッティングするこ
とにより，Vmax   と Kmを求めたところ，Vmaxは 93   ±   2.0  Pi/head/sec，Km値は  
43   ±   2.0  µMであった。  
   Fig.   8 は MYA2,  XI-‑B 以外も含め伊藤研で測定されたシロイヌナズナのクラ
ス XI ミオシンのすべてのモータードメインの Vmax   を⽰示したグラフである。13
種のクラス XI ミオシンは Promoter-‑GUS  assay により 3つの発現パターンに分
けられるが（後述参照），MYA2,  XI-‑B などユビキタスに発現するクラスXI ミオ
シンのVmax   は花粉特異的に発現するものと⽐比べて数分の⼀一程度の活性しかなか
った。しかし，核膜などで発現するXI-‑I と⽐比較すると，⾼高い活性を⽰示した。  
  
①-‑  3.   運動活性  
   MYA2  MD および XI-‑B  MD のアクチン滑り運動速度を調べるために in  
vitro  motility   assay を⾏行った。この解析法はガラス表⾯面にミオシンを固定し，
フローセル内に蛍光標識アクチンとATPを流し込みアクチンの動きを蛍光顕微
鏡によって観察するものである   (Fig.  9)。assay  buffer は，⼀一般的に多くのミオ
シンで⾏行われているKCl 濃度 25  mMと，植物の細胞内のイオン強度に近い 150  
mMで⾏行った。  
MYA2  MDの運動速度は 25  mM  KCl 条件下で   1.58  ±  0.1  µm/sec  (n  =  30)，
150  mM  KCl 条件下では   2.5  ±  0.3  µm/sec  (n  =  30)であった(Fig.  10)。XI-‑B  MD
の運動速度は 25  mM  KCl 条件下で 1.2  ±  0.2  µm/sec  (n  =  30)，150  mM  KCl 条
件下では，1.93  ±  0.1  µm/sec  (n  =  30)であった（Fig.  11）。  
Fig.  12 はMYA2,  XI-‑B 以外も含め伊藤研で測定されたシロイヌナズナのクラ
スXI ミオシンのすべてのモータードメインの速度を⽰示したグラフである。13 種
のクラス XI ミオシンはGUSにより 3つの   発現パターンに分けられるが（後述
参照），MYA2,  XI-‑B などユビキタスに発現するクラスXI ミオシンの速度は花粉
特異的に発現するものの速度と⽐比べて数分の⼀一程度であった。しかし，核膜など
で発現するXI-‑I と⽐比べると⾼高い速度であった。  
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①-‑  4．Promoter-‑GUS  assay  
   シロイヌナズナでの組織特異的発現を調べるために，Promoter-‑GUS  assay を
⾏行った。シロイヌナズナ内でGUSをそれぞれのミオシンのプロモーターで発現
させた。クラス XI ミオシンは，GUS 発現パターンはユビキタスに発現するも
の(パターン 1)，花粉特異的に発現するもの(パターン 2)，それ以外の発現パタ
ーン(パターン 3)の 3つのパターンに分類された（Fig.  13）。     
   シロイヌナズナにおいて，MYA1，MYA2，XI-‑B および XI-‑K は，ユビキタス
に発現していた（パターン 1）。これらのクラスXI ミオシンは，オルガネラの輸
送および原形質流動に関与することが⽰示唆されている（Walter   and  Holweg  
2008）。XI-‑K におけるGUSシグナルは，根と地上部（花粉以外）から観察され
た(Fig.  14)。MYA2 の GUS シグナルは XI-‑K のそれよりも弱かったが，MYA2
は花粉を含む植物全体に発現した（Fig.  15）。第 1ロゼット葉では，GUS染⾊色が
葉の⽣生⻑⾧長とともに減少することが特徴であった。MYA1 および XI-‑B の GUS シ
グナルは，MYA2 および XI-‑K と⽐比較して弱く，部分的であった。MYA1 の GUS
シグナルは，⼦子葉および托葉において⽐比較的強かった(Fig.  16)。XI-‑B は，胚珠，
花粉，茎分裂組織，托葉およびトリコームにおいて⽐比較的強かった（Fig.  17）。
シロイヌナズナにおいて，XI-‑A,  C,  D,  E,  J は花粉特異的に発現していた（パタ
ーン 2）（Fig.  13）。XI-‑F,  G,  H,  I はユビキタスでもなく，花粉特異的でもないパ
ターンを⽰示した（パターン 3）（Fig.  13）。  
  
研究   ②   シロイヌナズナアクチンを⽤用いてのシロイヌナズナ  
ミオシンの酵素活性および運動活性の測定  
  
②-‑１   コンストラクトの作製および発現と精製  
②-‑１-‑a   シロイヌナズナのアクチンコンストラクトの発現と精製  
   シロイヌナズナにはアクチン遺伝⼦子が 8 種類存在している。8 種類のアクチ
ンは，主に栄養器官（根，葉，茎）で発現しているものが 3種類（ACT2,  ACT7,  
ACT8）と，主に⽣生殖器官（花，花粉，種⼦子）で発現しているものが５種類（ACT1,  
ACT3,  ACT4,  ACT11,  ACT12）に分けられる（Fig.  18）。シロイヌナズナの器官
別のアクチンアイソフォームの転写量を⽰示した棒グラフは Arabidopsis   eFP  
Browser（http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-‑bin/efpWeb.）から作成した（Fig.  19）。
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シロイヌナズナからそれぞれのアクチンアイソフォームを⽣生化学的⽅方法で精製
するのは不可能であるので，分⼦子⽣生物学的⼿手法により発現させ，精製した。その
⽅方法は野⼝口らの⽅方法に従った(Noguchi  et  al.  2007)。本研究では，シロイヌナズ
ナの 2つの主要な栄養器官で発現するアクチンアイソフォーム（ACT2,  ACT7）
と 1つの主要な⽣生殖器官で発現するアクチンアイソフォーム（ACT1）を使⽤用し
た。それらはチモシンβ-‑His タグとの融合タンパク質アクトチモシン(Fig.  20)
として昆⾍虫細胞中で発現させた。   Ni アフィニティ樹脂を⽤用いた精製後，キモト
リプシンで処理することにより，アクチンとチモシンを切り離した。その後，重
合・脱重合のサイクルと超遠⼼心による沈降を組み合わせることによってアクチ
ンのみを単離した   (Noguchi  et  al.  2007)（Fig.  21）。収量は細胞 10  g あたり約 5  
mg であり，これは貴嶋らがシロイヌナズナアクチンを Dictyostelium 細胞を⽤用
いて得られたものよりも多かった（Kijima  et  al.  2016）。各アクチンの純度は約
95％であった（Fig.  22）。  
  
②-‑１-‑b シロイヌナズナミオシン  
   ⾼高等植物にはクラス VIII ミオシンおよびクラス XI ミオシンのみが存在する。  
シロイヌナズナは，クラスVIII ミオシンが 4種類，クラスXI ミオシンが 13 種
類存在する(Odronitz  et  al.  2007)。本研究では，MYA2，XI-‑B，ATM1を⽤用いた。
これら 3つのミオシンはどれもユビキタスに発現するが，MYA2（クラス XI ミ
オシン）およびATM1（クラスVIII ミオシン）は主に栄養組織での発現が強く，
XI-‑B（クラス XI ミオシン）は⽣生殖組織での発現が強い  
(Fig.   4)。これらのミオシンの IQ モチーフに結合している軽鎖は同定されてい
ないため，これらのミオシンは IQ モチーフより C 末端側を⽋欠くモータードメ
インを昆⾍虫細胞で発現させた。モータードメインは，ニッケル親和性および
FLAG 親和性樹脂を⽤用いて昆⾍虫細胞から精製した。各モータードメインの純度
は約 95％以上であった（Fig.  23）。  
  
②-‑２   アクチン活性化ATP加⽔水分解活性の測定  
   シロイヌナズナミオシンのMYA2  MD，XI-‑B  MD，ATM1  MD及び⾻骨格筋ミ
オシンの S1 のアクチン活性化 ATP 加⽔水分解活性をシロイヌナズナのアクチン
アイソフォームであるACT1，ACT2，ACT7 と⾻骨格筋アクチンを⽤用いて測定し
た。測定⽅方法については前述の[材料と⽅方法]に記載した通りである。  
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②-‑２-‑a   クラス VIII ミオシンの ATM1  MD のアクチン活性化 ATP 加⽔水分解活
性  
   Fig.  24 は，ATM1  MD（クラスVIII ミオシン）のアクチン活性化ATP加⽔水
分解活性を4つのアイソフォーム（⾻骨格筋アクチン，ACT1，   ACT2およびACT7）
について，様々なアクチン繊維の濃度で測定したグラフである。ミカエリス・メ
ンテンの式にプロットすることにより，Vmax値（最⼤大酵素活性）とKm値（ミカ
エリス・メンテン定数）を求めた。ACT7 アクチン繊維を基質として⽤用いたとき
のVmax値は 5.2  ±  0.3  Pi/head/sec であり，これは⾻骨格筋アクチン繊維を基質と
して⽤用いたときのVmax(3.9  ±  0.1  Pi/head/sec)の 1.3 倍であった。ACT2 アクチ
ン繊維の Vmax(3.9  ±  0.3  Pi/head/sec)は⾻骨格筋アクチン繊維を⽤用いた時の値と
類似していた。  
   ⼀一⽅方，Km 値については，ACT2 アクチン繊維を基質として⽤用いたときは 7.7  
±  2.0  µMであり，ACT7 アクチン繊維を⽤用いたときは 8.7  ±  1.4  µMだった。
⾻骨格筋アクチン繊維を⽤用いたときは 4.2  ±  0.3  µMであり，これはACT2 繊維お
よび ACT7 繊維を基質として⽤用いたときと⽐比べ低かった。このことは，ACT2
アクチン繊維およびACT7 アクチン繊維のATM1に対する親和性が，⾻骨格筋ア
クチン繊維よりも低いことを⽰示している。   ACT1 アクチン繊維の ATM1 のア
クチン活性化ATP加⽔水分解活性は，アクチン濃度の増加と⽐比例して，ほぼ直線
的に増加したので，ミカエリス・メンテンの式にグラフフィッティングできなか
った。そのため，ACT1 アクチン繊維については，Vmaxおよび Km値を決定でき
なかった  。   24  µMの ACT1 アクチン繊維における，ATM1のアクチン活性化
ATP 加⽔水分解活性は，24  µM の⾻骨格筋アクチン繊維の存在の場合の時と⽐比べ，
0.66 倍であり，⾻骨格筋アクチン繊維を基質として⽤用いたときよりも低かった。  
  
②-‑２-‑b   クラス XI ミオシンのMYA2  MDのアクチン活性化ATP加  
   Fig.  26 は，MYA2  MD（クラス XI ミオシン）のアクチン活性化ATP加⽔水分
解活性を4つのアイソフォーム（⾻骨格筋アクチン，ACT1，   ACT2およびACT7）
について，様々なアクチン繊維の濃度で測定したグラフである。アクチン繊維に
対するミオシンXI  MDの親和性は低く，本実験条件（アクチン繊維≦   24  µM）
においては，アクチン活性化ATP分解活性は，アクチン繊維の濃度にほぼ⽐比例
して，アクチン活性化ATP分解活性が上昇し，グラフがミカエリス・メンテン
の式にグラフフィッティングすることができなかった。  したがって，MYA2 の
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実験では，4つのアクチン繊維についてのミオシンMYA2  MDの Vmaxおよび Km
値を決定することができなかった。そこで，Fig.  25 の直線の傾きによって，4つ
のアクチンについてのミオシンMYA2  MDの Vmax/Km値を決定した。Vmax/Kmは
基質との結合反応（1/Km）および触媒反応（Vmax）の両⽅方に対して正に反映する
ため，Vmax/Km値は「触媒効率(catalytic  efficiency)」と呼ばれている(Koshland.  
2002)。ACT7 アクチン繊維に対するMYA2  MDの Vmax/Km値（2.5  µM-‑1s-‑1）は，
⾻骨格筋アクチン繊維（1.8  µM-‑1s-‑1）の 1.4 倍であり，ACT7 アクチン繊維に対す
るMYA2 の触媒効率は⾻骨格筋アクチンのそれよりも⾼高いことを⽰示している。  対
照的に，ACT1 アクチン繊維のVmax/Km値（1.4  µM-‑1s-‑1）および ACT2 アクチン
繊維の Vmax/Km値（1.5  µM-‑1s-‑1）は⾻骨格筋アクチン繊維の 0.7 倍および 0.8 倍で
あった。  
  
②-‑２-‑c クラス XI ミオシンの XI-‑B  MDのアクチン活性化ATP加⽔水分解活性  
  
   Fig.   27 は，4 つのアイソフォーム（⾻骨格筋アクチン，ACT1，ACT2 および
ACT7）のアクチン繊維の濃度の関数としての XI-‑B  MD（クラス XI ミオシン）
のアクチン活性化 ATP 加⽔水分解活性を⽰示す。XI-‑B においても，MYA2 のとき
と同様に，本実験のアクチン濃度範囲内では，Vmaxおよび Km値を決定すること
ができなかった。  そこで，Fig.  25 の直線型の傾きによって，4つのアクチンに
ついてのミオシンXI-‑B  MDの Vmax/Km値を決定した。ACT7   に対するVmax/Km
値（1.7  µM-‑1s-‑1）は，⾻骨格筋アクチンに対するVmax/Km値（1.4  µM-‑1s-‑1）の 1.2 倍
であった。  対照的に，ACT1 に対するVmax/Km値（1.17  µM-‑1s-‑1）および ACT2
に対する Vmax/Km 値（1.18  µM-‑1s-‑1）は，⾻骨格筋アクチンに対する Vmax/Km 値の
0.86 倍および 0.87 倍であった。MYA2  MDと XI-‑B  MDの両⽅方において，ACT2
アクチン繊維に対するよりも ACT7 アクチン繊維に対しての Vmax/Km値が⾼高い
ことから，実験に⽤用いた 2 つのアクチンアイソフォーム間で F-‑アクチン/G-‑ア
クチン⽐比が異なる可能性があった。  そこで，この可能性について超遠⼼心分離ア
ッセイにより，ACT2 と ACT7 の F-‑アクチン/G-‑アクチン⽐比を調べることにし
た。超遠⼼心分離アッセイにより，ACT2 および ACT7 のどちらも，本実験条件
の下でほぼ 100%が F-‑アクチンに重合していることがわかった（Fig.  28）。これ
により，ACT7 アクチン繊維について MYA2  MD および XI-‑B  MD の両⽅方の
Vmax/Km値が，ACT2 アクチン繊維の場合よりも真に⾼高いことがわかった。  
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②-‑２-‑d ⾻骨格筋ミオシン S1 のアクチン活性化ATP加⽔水分解活性  
   また，（Fig.  25）の直線型の傾きによって，4つのアクチン繊維についての⾻骨
格筋ミオシン S1 の Vmax/Km 値を決定した。  驚くべきことに，⾻骨格筋アクチン
繊維のVmax/Km値（0.53  µM-‑1s-‑1）は，シロイヌナズナアクチンアイソフォームの
Vmax/Km値（ACT1：0.16  µM-‑1s-‑1，ACT2：0.18  µM-‑1s-‑1，ACT7：0.16  µM-‑1s-‑1）
の⾻骨格筋ミオシン S1 の約 3倍であった   (Fig.  29)。  
  
②-‑  3 運度速度の測定  
   アクチンアイソフォームによるミオシン運動速度の違いを明らかにするため
に，4種のアクチンアイソフォームを⽤用いて in  vitro  motility  assay を⾏行った。測
定⽅方法は[材料と⽅方法]に記した通りだが，⽅方法について簡単に記す。まず，抗 c-‑
myc 抗体をカバーガラス表⾯面に付着させ，精製した各ミオシンの C 末端に付加
した myc-‑tag を抗 c-‑myc 抗体に結合させてアンカーする事でミオシンの向きを
揃えてカバーガラス上にミオシンを固定する。ミオシンが固定されたチェンバ
ーのフローセル内に蛍光標識したアクチンとイオン強度やATPの濃度を調整し
た反応液を流し込み，アクチン繊維の動きを蛍光顕微鏡で観察した(Fig.  9)。  
   蛍光顕微鏡下でアクチン繊維を観察するために，ACT1 アクチン繊維は，⾻骨格
筋アクチン繊維と同様に，ファロイジンに強く結合するので，ローダミン   -‑   フ
ァロイジン（Rh-‑Ph）によって標識された。しかし，ACT2 および ACT7 アクチ
ン繊維はファロイジンにほとんど結合しないため，ACT2 および ACT7 アクチ
ン繊維を Cy3-‑スクシンイミドで標識した（Fig.  30）。Cy3-‑スクシンイミドによ
る標識が 10％以上であれば，各アクチン繊維が観察された。この標識率では，
Cy3-‑スクシンイミド標識ACT1 および⾻骨格筋アクチン繊維の速度は，Rh-‑Ph 標
識 ACT1 および⾻骨格筋アクチン繊維の速度とほぼ同じかまたはわずかに低かっ
た（Fig.  31,  Fig.  32,  Fig.  33)。したがって，本研究では運動速度を測定するため
に 10％の Cy3 標識プロトマーを含む ACT2 および ACT7 繊維を使⽤用したが，
ACT1 および⾻骨格筋アクチンに Cy3 標識および Rh-‑Ph 標識化の両⽅方を使⽤用し
た。  
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②-‑3-‑a   クラス VIII ミオシンのATM1  MDによるアクチン繊維の運動速度  
   Fig.  31 は ACT1,  ACT2,  ACT7,   ⾻骨格筋アクチン繊維それぞれを⽤用いたときの，
ATM1  MDのアクチン滑り運動速度(µm/s)を⽰示している。観察は 150  mM  KCl
条件下で⾏行った。シロイヌナズナのアクチンアイソフォームのすべてで⾻骨格筋
アクチンを⽤用いたときより運動速度が⾼高く，⾻骨格筋アクチンを使った時の 1.3 倍
だった。  
  
②-‑3-‑b クラス XI ミオシンのMYA2  MDによるアクチン繊維の運動速度  
   Fig.  32 は ACT1,  ACT2,  ACT7,   ⾻骨格筋アクチン繊維それぞれを⽤用いたときの，
MYA2  MDのアクチン滑り運動速度(µm/s)を⽰示している。観察は 150  mM  KCl
条件下で⾏行った。ACT2 および ACT7 アクチン繊維の速度は，それぞれ ACT1
および⾻骨格筋アクチン繊維を⽤用いたときの速度よりも 1.2 倍および 1.3 倍速か
った。  
  
②-‑3-‑c クラス XI ミオシンの XI-‑B  MDによるアクチン繊維の運動速度  
   Fig.  33 は ACT1,  ACT2,  ACT7,   ⾻骨格筋アクチン繊維それぞれを⽤用いたときの，
XI-‑B  MDのアクチン滑り運動速度(µm/s)を⽰示している。観察は 150  mM  KCl 条
件下で⾏行った。ACT1 および ACT7 アクチン繊維を⽤用いたときの速度は，ACT2
および⾻骨格筋アクチン繊維を⽤用いたときの速度よりも 1.6 倍速かった。  
  
②-‑3-‑d ⾻骨格筋ミオシン S1 によるアクチン繊維の運動速度  
   興味深いことに，⾻骨格筋ミオシンは，⾻骨格筋アクチン繊維を⽤用いたときの速度
に⽐比べ，植物アクチンアイソフォーム（ACT1，ACT2，および ACT7）を⽤用い
たときは 3.2〜～7.0 倍も遅い速度でしか動かなかった。（Fig.  34）。  
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考察  
①	 シロイヌナズナの 13 種のクラス XI ミオシンの機能解析  
①-‑a   シロイヌナズナの 13 種のクラス XI ミオシン  
   代表的なモータータンパク質であるミオシンは動植物を含む全ての真核⽣生物
に存在する。モータードメインのアミノ酸配列からミオシンは 35 のクラスに分
けられている(Odronitz   et   al.   2007)。被⼦子植物にはミオシンはクラス VIII とク
ラス XI の 2つのクラスしか存在していない(Reddy.  2001)。しかし，  被⼦子植物
に存在するクラスXI ミオシンの遺伝⼦子数は多い。シロイヌナズナ，イネ，ブラ
キポディウムにおけるクラス XI ミオシンの遺伝⼦子数はそれぞれ 13,  12,  9 個で
ある（Reddy.  2001;      Jiang  and  Ramachandran.  2004;  Peremyslov  et  al.  2011）。
被⼦子植物のクラスXI ミオシンの機能は，主として，モデル植物のシロイヌナズ
ナを材料にした遺伝⼦子ノックアウト実験により，調べられてきた。遺伝⼦子ノック
アウト実験により，クラスXI ミオシンは原形質流動や種々のオルガネラの運動
などに関与していることがわかってきた。しかし，クラスXI ミオシンのいずれ
かの単⼀一遺伝⼦子ノックアウト，⼆二重遺伝⼦子ノックアウトでは表現型が殆ど出ず，
顕著な表現型を得るためには，13 種のクラス XI ミオシンの三重遺伝⼦子ノック
アウト，四重遺伝⼦子ノックアウトが必要であった。（Peremyslov   et   al.   2008;  
Prokhnevsky  et  al.  2008;   Peremyslov  et  al.  2010;      Ueda  et  al.  2010）。これらの
結果からシロイヌナズナのクラスXIミオシンは機能の重複があることが⽰示唆さ
れている。⼀一般的に，ミオシンはクラスが同じであれば，運動速度や酵素活性な
どのモーター特性は⾮非常に良く似ている（El-‑Mezgueldi   and  Bagshaw.  2008）。
シロイヌナズナの 13 種のクラス XI ミオシンはモーターの特性は互いに類似し
たものだろうか？それとも多様性が⾒見られるだろうか？この問に答えるために，
伊藤研ではシロイヌナズナの 13 種のクラス XI ミオシンの発現パターンおよび
運動速度や酵素活性などのモーター特性を網羅的に解析するプロジェクトを進
めている。私は，このプロジェクトにおいてMYA2 と XI-‑B の 2 つのクラス XI
ミオシンを担当した。本博⼠士論⽂文ではMYA2 と XI-‑B の 2 つのクラス XI ミオシ
ンを中⼼心に，13 種のクラス XI ミオシンの結果を報告した。  
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①-‑b   シロイヌナズナの 13 種のクラス XI ミオシンの発現パターン  
   シロイヌナズナの 13 種のクラス XI ミオシンの発現様式は，これまで，マイ
クロアレイによって⾏行われてきた（Avisar  et  al.  2009）。しかし，マイクロアレイ
は数値の標準化が難しく，また，アッセイごとにばらつきが⾒見られるという問題
点がある。そこで，私達は GUS プロモーターアッセイでシロイヌナズナの 13
種のクラス XI ミオシンの発現様式を解析した。GUS プロモーターアッセイに
よる解析の結果，シロイヌナズナのクラスXI ミオシンの発現パターンは⼤大きく
分けて，3つに分類されることがわかった（Fig.  13）。4つのクラス XI ミオシン
(MYA1,  MYA2,  XI-‑B,  XI-‑K)が植物体の地上部と根の両⽅方でユビキタスに発現し
ていた（パターン 1）。マイクロアレイによる解析では，MYA2 は花粉以外の植
物体全体で，他のミオシンに⽐比べて多く発現し，XI-‑B は花粉において圧倒的に
多く発現しているとされていた（Avisar  et  al.  2009）が，本研究のGUSプロモ
ーターアッセイによると，MYA2 は花粉も含め，植物体全体に発現しており(Fig.  
15)，XI-‑B は花粉での発現が特に強いが，花粉だけでなく植物全体において発現
していることがわかった(Fig.17)。ノックアウト実験から，4種類のクラスXI ミ
オシン(MYA1,  MYA2,  XI-‑B,  XI-‑K)がオルガネラの輸送および原形質流動の発⽣生
に関与することが⽰示唆されている（Walter  and  Holweg.  2008）。4つのクラス XI
ミオシン(MYA1,  MYA2,  XI-‑B,  XI-‑K)のうち，MYA2 および XI-‑K の GUS 発現
は，MYA1 および XI-‑B よりも強かった。この結果から，MYA1 および XI-‑B よ
りも，MYA2 および XI-‑K が原形質流動に対して dominant な役割をもっている
と⽰示唆される。これは遺伝⼦子ノックアウト実験の結果と合致する（Peremyslov  et  
al.  2008;  Prokhnevsky  et  al.  2008;  Peremyslov  et  al.  2010）。  
      5 種類のクラス XI ミオシン(XI-‑A，XI-‑C，XI-‑D，XI-‑E および XI-‑J)は花粉の
みに発現していた（パターン 2）。残りの 4 つのクラス XI ミオシン（XI-‑F，XI-‑
G，XI-‑H，XI-‑I）の GUS 発現パターンは様々であった（パターン３）。XI-‑F は
茎，葉および根の維管束において特異的に発現し，シンクとソース器官との間の
物質輸送の関与が⽰示唆された。XI-‑I の GUS 発現は，シロイヌナズナ 13 種類の
すべてのクラスXI ミオシンにおいて最も弱かった。  
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①-‑c   シロイヌナズナの 13 種のクラス XI ミオシンの運動速度  
   シロイヌナズナミオシンXIのモータードメインの運動速度は中速度，⾼高速度，
低速度の３つに分類できた（Fig.  12）。驚くべきことに，運動速度の分類は，発
現パターンの分類と良く⼀一致した。ユビキタスに発現するクラス XI ミオシン
（パターン 1）は中速度がほとんどであった。花粉特異的に発現するもの（パタ
ーン 2）は⾼高速度がほとんどであった。この２つの発現パターン以外のクラスXI
ミオシン（パターン 3）は⾼高速度のもの（XI-‑F），中速度のもの（XI-‑G）,低速度
のもの（XI-‑I）と様々な速度であった。XI-‑I は核膜の構造維持に働いているので
（Tamura  et  al.  2013），運動というよりも，張⼒力発⽣生の役割を担っていると考え
られる（Haraguchi  et  al.  2016）。  
   in  vitro におけるモータードメインの運動速度から，シロイヌナズナの細胞内
における実際のクラスXI ミオシンの全⻑⾧長の運動速度を予測した。伊藤研究室の
⾼高橋が，軽鎖のわかっている XI-‑F の MD から 1IQ まで，MD から 3IQ まで,  
MDから 6IQまで,HMM,全⻑⾧長の５つのコンストラクトを作製し，アクチン滑り
運動活性を測定したところ，各ミオシンのアクチン滑り運動速度はレバーアー
ムの⻑⾧長さに⽐比例することがわかった(Fig.  35)。このことは，クラス II ミオシン
やクラスVミオシンと同様にクラスXI ミオシンもレバーアームモデル（ミオシ
ンのモータードメインの構造変化は IQ モチーフを主とするレバーアームによ
って増幅される。そのため，モータードメインが同じであったら，アクチン滑り
運動速度はレバーアームの⻑⾧長さに⽐比例する   (Uyeda  et  al.  1996;  
   Spudich.  2001)  )に従うことを⽰示している。シロイヌナズナの 13 種類のクラス
XI ミオシンはいずれも IQ モチーフを 6 つもち，レバーアームの⻑⾧長さは同じで
ある。したがって，各クラスXI ミオシンの全⻑⾧長の運動速度とモータードメイン
の運動速度の⽐比は同じである。IQモチーフに結合する軽鎖がわかっており，全
⻑⾧長の運動速度が測定できた XI−－F のミオシン全⻑⾧長の運動速度は，モータードメ
インの運動速度の約 5倍であった(Fig.  35)。そこで，シロイヌナズナの 13 種の
各ミオシンXI の全⻑⾧長の運動速度は，モータードメインの運動速度の５倍とした
（Fig.  36）。  
   パターン１（植物全体にわたってユビキタスに発現し原形質流動の原動⼒力と
される MYA1，MYA2，XI-‑B および XI-‑K）のクラス XI ミオシン全⻑⾧長のアクチ
ン滑り運動活性は，5  ~∼  7  µm/s であった。これはシロイヌナズナの表⽪皮細胞に
おける原形質流動の速度と類似している(Tominaga  et  al.  2013;  Ueda  et  al.  2010)。
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対照的に，パターン２（花粉特異的に発現している XI-‑A，XI-‑C，XI-‑D および
XI-‑E）のクラス XI ミオシン全⻑⾧長のアクチン滑り運動活性は，パターン１より約
2〜～3倍⾼高かった（12  ~∼  23  µm/s   ）。シロイヌナズナの花粉管における原形質流
動は 8  µm/s   であり，表⽪皮細胞よりも約 2倍速い(Madison  et  al.2015)。これら
のことから，⾼高速花粉特異的シロイヌナズナクラスXI ミオシンは，花粉管内の
速い原形質流動に関わっている可能性が考えられる。また，最近の研究から，パ
ターン２（花粉特異的）における XI-‑C および XI-‑E の⼆二重遺伝⼦子ノックアウト
は，オルガネラの運動性の低下と同時に，花粉管の成⻑⾧長に⼤大きな⽋欠陥があること
が⽰示された（Madison  et  al.  2015）。しかし，単⼀一のノックアウト突然変異体に
おいて表現型にはあまり影響がないことから，XI-‑C および XI-‑E が，花粉管の
原形質流動と花粉管の成⻑⾧長に関して役割が重複していることが考えられる。さ
らに，維管束特異的に発現するXI-‑F（パターン 3）の速度は 20  µm/s   であった。
最近の研究では，XI-‑F が茎の繊維細胞に特異的に発現し，それが植物の姿勢の
制御に関与していることが報告されている(Okamoto  et  al.  2015)。この繊維細胞
の⻑⾧長さは 1  mmと巨⼤大で，8.5  µm/s の速度で激しい原形質流動が⽣生じている。
巨⼤大な細胞では速い物質輸送や物質拡散を⾏行うために，花粉または繊維細胞に
特異的に発現しているクラスXI ミオシンの運動速度は，他の組織や器官で発現
しているクラスXI ミオシンよりも速い速度が必要があったと考えられる。  
  
①-‑d   シロイヌナズナの 13 種のクラス XI ミオシンの酵素活性  
   ⽣生体内ではアクチン繊維はほぼ飽和されており，⽣生体内でのミオシンの酵素
活性はアクチン活性化 ATP 分解酵素活性の Vmax に近似されると考えられてい
る。そこで，シロイヌナズナの 13 種のクラス XI ミオシンのVmaxを⽐比較した。  
シロイヌナズナの 13 種類のクラス XI ミオシンのモータードメインの Vmaxは，
運動速度と同様に中，⾼高，低の３つに分類でき，私が測定したMYA2 および XI-‑
B は中に属した。運動速度と同様に，ユビキタスに発現するクラスXI ミオシン
（パターン 1）は Vmaxが中，花粉特異的に発現するクラスXI ミオシン（パター
ン２）はXI-‑J を除いてVmaxが⾼高，パターン 1と２以外のクラスXI ミオシン（パ
ターン３）は様々な活性があった。パターン３のXI-‑I，XI-‑H の Vmaxは低であっ
た（Fig.  37）。  
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②   シロイヌナズナアクチンを⽤用いてのシロイヌナズナミオシンの
酵素活性および運動活性の測定  
②-‑a   シロイヌナズナミオシンの基質としてのシロイヌナズナアクチン繊維と⾻骨
格筋アクチン繊維との⽐比較  
   真核⽣生物におけるアクチンのアミノ酸配列は⾮非常によく保存されている。そ
のため，違うアクチンアイソフォームを使っても，ミオシンの活性には⼤大差はな
いと予測されていた。また，⾻骨格筋アクチン（α-‑アクチン）は純度が良いもの
を⼤大量に精製できる。そのため，これまで，ほとんどのミオシンアイソフォーム
の酵素活性の測定には⾻骨格筋アクチン（α-‑アクチン）が使⽤用されてきた。最近，
ヒト細胞質ミオシンの酵素活性および運動活性を，細胞質のβ-‑および γ-‑アク
チンを⽤用いて測定された(Muller   et   al.   2013)。ヒト細胞質アクチン（β-‑および
γ-‑アクチン）と⾻骨格筋アクチン（α-‑アクチン）との間のアミノ酸配列の同⼀一性
は 94％である。しかし，細胞質アクチン（β-‑およびγ-‑アクチン）を基質とし
て⽤用いたときのヒト細胞質ミオシンのアクチン活性化ATP加⽔水分解活性は，⾻骨
格筋アクチン（α-‑アクチン）を基質として⽤用いたときよりも，4 倍も⾼高かった
(Muller  et  al.  2013)。この結果は，これまで，⾻骨格筋細胞以外の細胞に存在する
ミオシンアイソフォームのアクチン活性化 ATP 加⽔水分解活性の測定において，
⾻骨格筋アクチンを使⽤用してきたことの不適切性を⽰示唆するとともに，今後のミ
オシン研究に対して警鐘を⽰示すものである。  
   シロイヌナズナアクチンアイソフォームと⾻骨格筋アクチンとの間のアミノ酸
配列の同⼀一性は 85  ~∼  88％である。このため，⾻骨格筋アクチンを⽤用いて測定して
きたこれまでの植物ミオシンの活性は，実際の細胞内活性とは異なる可能性が
ある。そこで本研究では，シロイヌナズナの 3つのミオシン，すなわち，ATM1
（クラス VIII ミオシン），MYA2（クラス XI ミオシン），XI-‑B（クラス XI ミオ
シン）について，酵素活性および運動活性をシロイヌナズナのアクチンアイソフ
ォーム（ACT1，ACT2，ACT7）と⾻骨格筋アクチンを⽤用いて測定し，酵素活性，
運動活性に差があるか否かを検証した。また，⾻骨格筋ミオシンの酵素活性および
運動活性をシロイヌナズナアクチンアイソフォーム（ACT1，ACT2，ACT7）と
ニワトリの⾻骨格筋アクチンを⽤用いて測定した。  その結果，アクチン活性化ATP
加⽔水分解活性に関して，ATM1，MYA2 および XI-‑B  MDは，⾻骨格筋アクチン繊
維よりもACT7 アクチン繊維に対して⾼高い活性を⽰示した（Fig.  24,  Fig.  26,  Fig.  
27）。ACT7 アクチン繊維を基質として⽤用いた ATM1 の Vmax値は，⾻骨格筋アク
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チン繊維を使⽤用した場合に⽐比べて 1.3 倍であり（Fig.  24），ACT7 アクチン繊維
を基質として⽤用いたMYA2 および XI-‑B  MDの触媒効率（Vmax/Km値）は，⾻骨格
筋アクチン繊維を使⽤用した場合に⽐比べて 1.4 倍および 1.2 倍であった（Fig.  26,  
Fig.   27）。⼀一⽅方，ACT2 アクチン繊維を基質として⽤用いたATM1  MDの Vmax値
およびACT1とACT2アクチン繊維を⽤用いたMYA2およびXI-‑B  MDのVmax/Km
値は⾻骨格筋アクチン繊維を基質として使⽤用したときより低かった。以上のよう
に，シロイヌナズナのミオシンの酵素活性は，基質としてシロイヌナズナのアク
チンアイソフォームを⽤用いたときは，⾻骨格筋アクチンを⽤用いたときと異なるこ
とがわかった。これまで当研究室で⾻骨格筋アクチンを⽤用いてシロイヌナズナを
始め，植物ミオシンのアクチン活性化ATP加⽔水分解活性を測定してきたが，植
物細胞内での植物ミオシンの実際の活性を反映するためには，植物アクチンを
使⽤用する必要があることがわかった。  
   反対に，ウサギ⾻骨格ミオシンのアクチン活性化ATP加⽔水分解活性は，シロイ
ヌナズナのアクチンアイソフォームを基質として⽤用いたときは，⾻骨格筋アクチ
ンを基質として⽤用いたときよりも，著しく活性が低かった（Fig.  29）。細胞性粘
菌のアクチンを⽤用いた突然変異実験により，アクチンの N 末端の負電荷クラス
ターが，⾻骨格筋ミオシンのアクチン活性化ATP加⽔水分解活性にとって⾮非常に重
要であることが⽰示された。細胞性粘菌アクチンの 2 つのアスパラギン酸をヒス
チジンへ置換すると，⾻骨格ミオシンのアクチン活性化ATP加⽔水分解活性の最⼤大
酵素活性Vmaxは 10％未満に低下した(Sutoh  et   al.  1991)。アクチンのN末端の
負電荷アミノ酸の数は，⾻骨格筋アクチンは 4つであり，⼀一⽅方，ACT1，ACT2 お
よび ACT7 アクチンはいずれも 3 つである。N末端の負電荷アミノ酸の数がシ
ロイヌナズナのアクチンアイソフォームは⾻骨格筋アクチンよりも少ないことが，
シロイヌナズナアクチン繊維を基質として⽤用いたときの⾻骨格筋ミオシンのアク
チン活性化ATP加⽔水分解活性が，⾻骨格筋アクチンを基質として⽤用いたときより
も，著しく活性が低くなる主要な要因の１つと考えられる。  
   アクチン滑り速度に関して，MYA2 は，⾻骨格筋アクチン繊維を⽤用いたときよ
りも ACT2,  ACT7 アクチン繊維を⽤用いたときが⾼高い速度を⽰示した（Fig.  32）。
ATM1 は，⾻骨格筋アクチン繊維よりも ACT1，ACT2 および ACT7 アクチン繊
維を⽤用いたときが⾼高い速度を⽰示した（Fig.  31）。   XI-‑B は，⾻骨格筋アクチンフィ
ラメントよりもACT1 および ACT7 アクチン繊維を⽤用いたときが⾼高い速度を⽰示
した（Fig.  33）。これまで当研究室で⾻骨格筋アクチン繊維を⽤用いてシロイヌナズ
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ナミオシンのアクチン滑り速度を測定してきたが，本研究の結果から，植物細胞
内での植物ミオシンの実際の活性を反映するためには，植物アクチン繊維を使
⽤用する必要があることを⽰示した。対照的に，⾻骨格筋ミオシンは，シロイヌナズナ
アクチン（ACT1，ACT2，および ACT7）繊維よりも⾻骨格筋アクチン繊維に対
して⾮非常に強い選択性を⽰示した。  
  
②-‑b   シロイヌナズナミオシンの酵素活性，運動速度はシロイヌナズナアクチン
アイソフォーム間で異なっている  
   ユビキタスに発現しているクラス XI ミオシンMYA2 のアクチン滑り速度は，
⽣生殖器官で主に発現する ACT1 アクチン繊維を⽤用いたときよりも栄養器官に主
に発現するACT2およびACT7アクチン繊維の⽤用いたときの⽅方が速かった（Fig.  
32）。クラス XI ミオシンの XI-‑B もユビキタスに発現しているが，発現の強さは
⽣生殖器官の⽅方が⾼高い。XI-‑B のアクチン滑り速度は，栄養器官で主に発現する
ACT2 アクチン繊維を⽤用いたときよりも⽣生殖器官で主に発現する ACT1 アクチ
ン繊維を⽤用いたときの⽅方が速かった（Fig.  33）。また，最近，貴嶋らは  同じ植物
細胞でGFP-‑ACT2 と RFP-‑ACT7 を発現することに成功し，ACT2，ACT7 アク
チン繊維は，細胞内で異なるアクチン繊維として存在することがわかった(Fig.  
38)(Kijima  et  al.投稿中)。貴嶋らの in  vivo の結果と私の in  vitro の結果を考え合
わせると，シロイヌナズナ細胞内で各アクチンアイソフォームはそれぞれ異な
るアクチン繊維として存在しており，ミオシンの酵素的および運動性の調節に
寄与していることが⽰示唆される。様々なアクチンアイソフォームによる複数の
アクチン繊維レールが存在し，そのレール上を，そのアクチン繊維に対して選択
性の⾼高いミオシンが滑ることにより，各ミオシンの局在や運動速度が調節され
ている事が予想できる(Fig.  39)。  
   シロイヌナズナミオシンのシロイヌナズナアクチンアイソフォーム間に対す
る酵素活性の違いは，シロイヌナズナアクチンのアミノ酸配列の差異に起因す
ると考えられる。ACT1 と ACT2，ACT1 と ACT7，ACT2 と ACT7 の配列間
のアミノ酸同⼀一性は，それぞれ 91.5％，95.8％および 96.2％である。ACT1 と
ACT2，ACT1 と ACT7，ACT2 と ACT7 配列の間のアミノ酸類似性は，それぞ
れ 99.2％，99.5％，および 99.2％である。アクチンにはミオシンが相互作⽤用す
るための部位が複数存在する。アクチン中のアミノ酸残基 1  ~∼  8,  24,  25，残基 95  
~∼  104，残基 311,334，および残基 29  ~∼  31,329  ~∼  334（数字は，⾻骨格筋アクチン
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のN末端からのアミノ酸番号に対応する）は，ミオシンのループ 2，ループ 3，
ループ 4，およびCMループとそれぞれ相互作⽤用する（Behrmann  et  al.2012）。
上記のようにミオシンと相互作⽤用する全てのアミノ酸は，ACT1 と ACT7 の間
で同⼀一である。しかしながら，シロイヌナズナミオシンに対する選択性は，ACT1
と ACT7 で異なっていた。したがって，ミオシン結合部位のアミノ酸配列の違
いは，アクチンとミオシンの相互作⽤用の差異が原因ではないと考えられる。アク
チンのミオシン結合部位以外の単⼀一の変異は，異なるミオシンに対して異なる
効果を⽰示すことが報告されている。例えば，アクチンにおけるG146V 点突然変
異は，⾻骨格筋ミオシンの速度を 78％低下させたが，ミオシン-‑Vの速度に変化は
なかった(Noguchi  et  al.  2012)。この突然変異は，アクチンの⽴立体構造が不安定
になる。つまり，ミオシンの運動性において，アクチンのアミノ酸配列ではなく，
⽴立体構造がミオシンのタイプに依存すると⾔言える（Noguchi  et  al.  2015）。した
がって，ミオシン結合部位外のアミノ酸置換は，ACT1，ACT2，および ACT7
の間で⽴立体構造の相違を引き起こし，異なるミオシンに対する選択性の差につ
ながる。  
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Fig.	 1	 	 シロイヌナズナミオシンの系統樹	 
シロイヌナズナには 13種類のクラス XIミオシンと 4種類のクラス VIII ミオシ
ン，合わせて 17 種類のミオシンが存在する。	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Fig.	 2	 	 クラス XI ミオシンの分子構造の概略図	 
クラス XI ミオシンは N末からモータードメイン，IQ モチーフ，コイルドコイル
領域，球状尾部領域の 4 つのドメインから成り立っている。モータードメイン
は ATP 加水分解により構造変化し，アクチン繊維の運動を引き起こす。ミオシ
ン 1分子あたり 6個の IQ モチーフがある。IQ モチーフ 1個につき，1分子の軽
鎖が結合する。軽鎖が結合した 6個の IQ モチーフは，モータードメインの構造
変化を拡大し，大きな「首振り運動」へと拡大するレバーアームとして機能する。
コイルドコイル領域によってクラス XI ミオシンは二量体構造となる。球状尾部
領域はオルガネラや小胞に特異的に結合するため必要である。	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 Fig.	 3	 	 軽鎖が結合していないミオシンのモデル	 
ミオシンの IQ モチーフに軽鎖が結合していないと，首振り運動ができず運
動活性を失う	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Fig.	 4	 シロイヌナズナミオシンの器官別転写量（Avisar	 et	 al.	 2009）	 
シロイヌナズナの	 花，	 花粉，	 葉，	 茎，	 根のそれぞれの器官における各ミオ
シンの転写量を比較したグラフである。MYA2 は花粉以外の植物体全体で，他の
ミオシンに比べて多く発現している。XI-B は，花粉において圧倒的に多く発現
している。	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Fig.  5   ミオシンサンプルの SDS-‑PAGE  
精製した MYA2   ，XI-‑B モータードメインを 8％   SDS-‑PAGE を⽤用いて分析し，
クマシーブリリアントブルーで染⾊色した。  
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ミオシン   Vmax（Pi/head/sec）   Km  (µM)  
MYA２モータードメイン   59	 ±	 1.1   39	 ±	 1.6  
  
Fig.  6   MYA2 モータードメインのアクチン活性化ATP加⽔水分解活性  
アクチン濃度   2.98   〜～   95.2  µM  (0.125   〜～   4.0  mg  /  ml)   のときのアクチン活性
化ATP加⽔水分解活性の値をプロットし，ミカエリス・メンテン型のグラフにフ
ィットさせた。25  mM  KCl,  25  mM  HEPES  pH  7.4,  4  mM  MgCl2,  25℃   で測定
を⾏行った。最⼤大活性Vmaxは 59   ±   1.1，Vmaxの半分の活性を⽰示す時のアクチン濃
度   (Km)は 39   ±   1.6  µM。  
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ミオシン   Vmax（Pi/head/sec）   Km      (µM)  
XI-‑B モータードメイン   93	 ±	 2.0   43	 ±	 2.0  
  
Fig.  7   XI-‑B モータードメインのアクチン活性化ATP加⽔水分解活性  
アクチン濃度   2.98   〜～   95.2  µM  (0.125   〜～   4.0  mg  /  ml)   のときのアクチン活性
化ATP加⽔水分解活性の値をプロットし，ミカエリス・メンテン型のグラフにフ
ィットさせた。25  mM  KCl,  25  mM  HEPES  pH  7.4,  4  mM  MgCl2,  25℃   で測定
を⾏行った。最⼤大活性Vmaxは 93   ±   2.0，Vmaxの半分の活性を⽰示す時のアクチン濃
度   (Km)は 43   ±   2.0  µM。  
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Fig.  8      シロイヌナズナミオシンXI の最⼤大活性Vmaxの⽐比較  
緑⾊色はユビキタスに存在するミオシン  
⾚赤⾊色は花粉特異的に存在するミオシン  
⻘青⾊色は他の組織に存在するミオシン  
  
  
  
Fig.  9         in  vitro  motility  assay の模式図  
抗 c-‑myc 抗体が付着したカバーガラス表⾯面にミオシンを結合させ，そこに蛍光
標識したアクチンフィラメントを⼊入れ，ATP を加えるとアクチンフィラメント
がミオシン上を滑るように動く。実際には複数のミオシンで 1 本のアクチンフ
ィラメントを動かしている  
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Fig.  10      MYA2 モータードメインのアクチン滑り運動速度  
MYA2 モータードメインのアクチン滑り運動速度を⽰示している。観察は⽣生理的
イオン強度 25   ｍM  KCl および 150   ｍM  KCl の条件下で⾏行った  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Fig.  11      XI-‑B モータードメインのアクチン滑り運動速度  
XI-‑B モータードメインのアクチン滑り運動速度を⽰示している。観察は⽣生理的イ
オン強度 25   ｍM  KCl および 150   ｍM  KCl の条件下で⾏行った  
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Fig.	 12	 	 シロイヌナズナミオシン XI モータードメインの運動速度の比較	 
緑色はユビキタスに存在するミオシン	 
赤色は花粉特異的に存在するミオシン	 
青色は他の組織に存在するミオシン	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Fig.13	 	 シロイヌナズナオシン XI 発現の Promoter-GUS アッセイ	 
	 
β-グルクロニダーゼ（GUS）の cDNA を，プロモーター領域に連結し，シロイヌ
ナズナに導入した。A）MYA1	 pro-GUS;	 7 日間の実生。	 B）MYA2	 pro-GUS;	 7 日
間の実生。	 C）XI-B	 pro-GUS;	 7 日間の実生。	 D）XI-K	 pro-GUS;	 7 日間の実生。	 	 
E）XI-A	 pro-GUS;	 30 日齢の植物の花。	 F）XI-C	 pro-GUS;	 30 日齢の植物の花。	 
G）XI-D	 pro-GUS;	 30 日齢の植物の花。	 H）XI-E	 pro-GUS;	 30 日齢の植物の花。	 
I）XI-J	 pro-GUS;	 30 日齢の植物の花。	 J）XI-F	 pro-GUS;	 30 日齢の植物の芽
と花。	 K）XI-G	 pro-GUS;	 7 日苗の根。	 L）XI-H	 pro-GUS;	 30 日齢の植物の芽
と花。	 M）XI-I	 pro-GUS;	 30 日齢の植物の花。	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Fig.	 14	 	 	 	 	 	 	 XI-K のプロモーターGUS アッセイ	 
A）7 日後の実生	 	 	 	 	 	 B）7 日後実生の根端	 	 	 C）7 日後実生の側根の先端	 
D）30 日齢の植物の根と花	 	 	 E）30 日齢の植物の花	 	 F）30 日齢の植物の葯	 
G‒–I)	 30 日齢の植物の第 1葉  
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Fig.	 15	 	 	 	 	 	 MYA2 のプロモーターGUS アッセイ	 
A）7 日後の実生	 	 	 	 	 	 B）7 日後実生の茎頂	 
C）7 日後実生の根端	 	 	 D）30 日齢の植物のシュートと花	 
E）30 日齢の植物の花	 F）30 日齢の植物の葯	 
G）15 日齢の植物の第 1葉	 	 H）20 日齢の植物の第 1葉	 
I）25 日齢の植物の第 1葉	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Fig.	 16	 	 	 	 	 	 MYA1 のプロモーターGUS アッセイ	 
A）7 日後の実生	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 B）7 日後実生の茎頂	 
C）7 日後実生の根端	 	 	 	 	 D）30 日齢の植物のシュートと花	 
E）30 日齢の植物の花	 	 	 	 	 F）30 日齢の植物の葯	 
G‒–I)	 30 日齢の植物の第 1葉  
  
A B C
Supplementary Figure 2
D E F
G H I
2 mm
0.2 mm
0.1 mm0.2 mm
2 mm 2 mm
2 mm 2 mm 2 mm
                                                    - 54 - 
  
Fig.	 17	 	 	 	 	 	 	 XI-B のプロモーターGUS アッセイ。	 
A）7 日後の実生	 B）7 日後実生の根端	 C）7 日後実生の側根の先端	 
D）7 日後の実生の茎頂	 E）30 日齢の根と花	 F）30 日齢の花	 
G）30 日齢の長角果	 H）30 日齢の第 1葉	 
I）30 日齢の第 1葉の毛状突起	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Fig.  18      シロイヌナズナのアクチンの系統樹  
8 つのシロイヌナズナアクチンは，主に発現する器官（栄養器官・⽣生殖器官）に
よって，2つのサブクラスに分類することが出来る  
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Fig.  19         8 つシロイヌナズナのアクチンの器官別転写量  
ACT2，ACT8，ACT7 は栄養器官である葉や根などで転写量が⾼高く，ACT1，
ACT3，ACT4，ACT12，ACT11 は⽣生殖器官である花粉での転写量が多くなっ
ている  
Arabidopsis  eFP  Browser（http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-‑bin/efpWeb.cgi.）を参
考に作成  
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Fig.  20      アクトチモシンの模式図  
シロイヌナズナアクチンと昆⾍虫培養細胞内在性のアクチンとの共重合を防ぐた
めに，シロイヌナズナアクチンとアクチン重合阻害タンパク質であるチモシン
との融合タンパク質(アクトチモシン)のコンストラクトを作製した。チモシンの
N 末端側とグリシンリンカーの間にキモトリプシン認識配列をはさみ，チモシ
ンのN末端側にHis-‑tag を付加し，アクチンの精製に利⽤用した  
  
  
  
Fig.  21      アクトチモシン法によるアクチン精製の概略図  
昆⾍虫培養細胞内でアクトチモシンを発現させると，シロイヌナズナアクチンは
チモシンと 1:1 で結合し，単量体の状態で保持される。これにNi-‑NTA  agarose
によるアフィニティ精製を⾏行い，アクトチモシンを精製する。その後，アクト
チモシンに対しキモトリプシン処理を⾏行うとシロイヌナズナアクチンとチモシ
ンが分離される。そして重合・脱重合サイクルをまわすことで⾼高純度のシロイ
ヌナズナアクチンが得られる(Noguchi	 et	 al.	 2007)  
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Fig.  22   アクチンサンプルの SDS-‑PAGE  
精製した ACT1，ACT2 および ACT7 を 12％   SDS-‑PAGE を⽤用いて分析し，ク
ーマシーブリリアントブルーで染⾊色した  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Fig.  23   ミオシンサンプルの SDS-‑PAGE  
精製したMYA2   ，XI-‑B   および ATM1   モータードメインを 8％   SDS-‑PAGEを
⽤用いて分析し，クマシーブリリアントブルーで染⾊色した  
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アクチン   Vmax  (Pi/head/sec)   Km  (µM)  
ACT1（⽣生殖器官）   ND   ND  
ACT2（栄養器官）   3.9	 ±	 0.3   7.7±2.0  
ACT7（栄養器官）   5.2	 ±	 0.3   8.7±1.4  
⾻骨格筋アクチン   3.9	 ±	 0.1   4.2±0.3  
  
   Fig.  24         ACT1，ACT2，ACT7，⾻骨格筋アクチンでのATM1のアクチン活
性化ATP加⽔水分解活性のグラフ  
   各アクチンを⽤用いてアクチン濃度 2.98〜～23.8  µM  (0.125〜～1.0  mg/ml)における
シロイヌナズナミオシン VIII の ATM1   モータードメインのアクチン活性化
ATP加⽔水分解活性をプロットし，ミカエリス・メンテン型のグラフにフィット
させた。反応条件は 25  mM  KCl,25  mM  Hepes  pH7.4,4  mM  MgCl2,2  mM  ATP,1  
mM  DTT,1  mg/ml  BSA,25℃で測定を⾏行った  
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Fig.  25   アクチン活性化ATP加⽔水分解活性について  
⼀一般に左のミカエリス・メンテン型の双曲線となるが，実験に使⽤用した基質の
濃度がKm値より充分に⼩小さい場合は，グラフは右の直線になる。この時のグラ
フの傾きが Vmax/Kmとなる。Km値が⾼高い MYA2 と XI̶—B，⾻骨格筋ミオシン S1
はこのVmax/Kmを⽤用いて，アクチン活性化ATP加⽔水分解活性を⽐比較した  
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Fig.  26            ACT1，ACT2，ACT7，⾻骨格筋アクチンでのMYA2 のアクチン活
性化ATP加⽔水分解活性のグラフ  
各アクチンを⽤用いてアクチン濃度 7.92   〜～   23.8  µM  (0.333〜～1.0  mg/ml)におけ
るシロイヌナズナミオシン XI の MYA2 モータードメインのアクチン活性化
ATP加⽔水分解活性を測定したところ直線になった（上の図）。反応条件は 25  mM  
KCl,2   5mM   Hepes   pH7.4,4   mM   MgCl2,2   mM   ATP,1   mM   DTT,1   mg/ml  
BSA,25℃で測定を⾏行った。下の図は上の図から算出したVmax/Kmである  
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Fig.  27                  ACT1，ACT2，ACT7，⾻骨格筋アクチンでのXI-‑B のアクチン活
性化ATP加⽔水分解活性のグラフ  
各アクチンを⽤用いてアクチン濃度 7.92   〜～   23.8  µM  (0.333〜～1.0  mg/ml)におけ
るシロイヌナズナミオシンXIの XI-‑Bモータードメインのアクチン活性化ATP
加⽔水分解活性を測定したところ直線になった（上の図）。反応条件は 25  mM  
KCl,25   mM   Hepes   pH7.4,4   mM   MgCl2,2      mM   ATP,1   mM   DTT,1   mg/ml  
BSA,25℃で測定を⾏行った。下の図は上の図から算出したVmax/Kmである  
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Fig.  28      ACT2 および ACT7 フィラメントの沈降実験  
24  µMの ACT2 および ACT7 フィラメント 0.2  ml を 300,000  g で 10 分間遠⼼心
分離した。  ほぼすべての部分がACT2 および ACT7 についてペレット（ppt）
に⾒見出され，実験条件下でACT2 および ACT7 のほぼ 100％が F-‑アクチンに重
合したことが⽰示された  
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Fig.  29                     ACT1，ACT2，ACT7，⾻骨格筋アクチンでの⾻骨格筋ミオシンの
アクチン活性化ATP加⽔水分解活性のグラフ  
各アクチンを⽤用いてアクチン濃度 7.92〜～23.8  µM  (0.333〜～1.0  mg/ml)における
⾻骨格筋ミオシン S1 のアクチン活性化 ATP 加⽔水分解活性を測定したところ直線
になった（上の図）。反応条件は 25mM  KCl,25  mM  Hepes  pH7.4,4  mM  MgCl2,2  
mM  ATP,1  mM  DTT,1  mg/ml  BSA,25℃で測定を⾏行った。下の図は上の図から
算出したVmax/Kmである  
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Fig.  30         Cy3 標識について  
通常，in  vitro  motility  assay で⽤用いるアクチンの蛍光標識は，上の図に⽰示すよう
に，アクチン結合タンパク質であるファロイジンによってローダミンを蛍光標
識する。この⽅方法でACT1 は標識できたが，ACT2，ACT7 はファロイジンとの
親和性が⾮非常に低いため，標識できなかった。その為，今回の実験では下の図に
⽰示すように，Cy3・スクシンイミド標識をした。スクシンイミドがリジン残基の
アミノ基とアミド結合を形成する事を利⽤用して，アクチンにCy3 を標識した  
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Fig.   31      シロイヌナズナクラス VIII ミオシンの ATM1 のアクチン滑り運動活
性  
ACT1,ACT2,ACT7,⾻骨格筋アクチンでの ATM1   モータードメインのアクチン
滑り運動速度(nm/s)を⽰示している。観察は 150  mM  KCl 条件下で⾏行った。アク
チンアイソフォームの 2つの独⽴立した調製物からの≧20 フィラメントである。  
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Fig.   32                  シロイヌナズナクラス XI ミオシンの MYA2 モータードメインの
アクチン滑り運動活性  
ACT1,ACT2,ACT7,⾻骨格筋アクチンでの MYA2 モータードメインのアクチン滑
り運動速度(µm/s)を⽰示している。観察は 150  mM  KCl 条件下で⾏行った。アクチ
ンアイソフォームの 2つの独⽴立した調製物からの≧20 フィラメントである  
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Fig.   33                        シロイヌナズナクラス XI ミオシンの XI-‑B モータードメインの
アクチン滑り運動活性  
ACT1,ACT2,ACT7,⾻骨格筋アクチンでのXI-‑Bモータードメインのアクチン滑り
運動速度(µm/s)を⽰示している。観察は 150  mM  KCl 条件下で⾏行った。アクチン
アイソフォームの 2つの独⽴立した調製物からの≧20 フィラメントである  
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Fig.  34            ⾻骨格筋ミオシンのアクチン滑り運動活性  
ACT1,ACT2,ACT7,⾻骨格筋アクチンでの⾻骨格筋ミオシンのアクチン滑り運動速
度(µm/s)を⽰示している。観察は 150  mM  KCl 条件下で⾏行った。アクチンアイソ
フォームの 2つの独⽴立した調製物からの≧20 フィラメントである  
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Fig.  35         XI-‑F の運動速度とレバーアームの⻑⾧長さ  
縦軸に XI-‑F の運動速度を，横軸にレバーアームの⻑⾧長さを⽰示している。両者はほ
ぼ⽐比例関係にあると⾔言える。(伊藤研究室の⾼高橋から)  
  
  
  
Fig.      36   シロイヌナズナクラスXI ミオシン全⻑⾧長の運動速度の⽐比較  
緑⾊色はユビキタスに存在するミオシン  
⾚赤⾊色は花粉特異的に存在するミオシン  
⻘青⾊色は他の組織に存在するミオシン  
0 
5 
10 
15 
20 
25 
M
YA
1 
M
YA
2 
XI
-B
 
XI
-K
 
XI
-A
 
XI
-C
 
XI
-D
 
XI
-E
 
XI
-J 
XI
-F 
XI
-G
 
XI
-H
 
XI
-I 
Velocity of Full (150 mM KCl) 
Green: Category 1 (Ubiquitous)
Red:  Category 2 (Pollen specific)
Blue:  Category 3 (Others)
Fig. 4
A B
N
.D
.
C D
Ve
lo
ci
ty
 o
f M
D
 (µ
m
 s
-1
)
Ve
lo
ci
ty
 o
f H
M
M
 (µ
m
 s
-1
)
V m
ax
 o
f A
ct
in
-a
ct
iv
at
ed
 A
TP
as
e 
ac
tiv
ity
 (s
-1
)
K m
 o
f A
ct
in
-a
ct
iv
at
ed
 A
TP
as
e 
ac
tiv
ity
 (s
-1
)
1
0
2
3
4
5
XI-1
XI-2
XI-B
XI-K
XI-A
XI-C
XI-D
XI-E
XI-J
XI-F
XI-G
XI-H
XI-I
*
*
*
*
*
*
*
*
*
XI-1
XI-2
XI-B
XI-K
XI-A
XI-C
XI-D
XI-E
XI-J
XI-F
XI-G
XI-H
XI-I
5
0
10
15
20
25
50
0
100
150
200
250
XI-1
XI-2
XI-B
XI-K
XI-A
XI-C
XI-D
XI-E
XI-J
XI-F
XI-G
XI-H
XI-I
50
0
100
150
200
250
XI-1
XI-2
XI-B
XI-K
XI-A
XI-C
XI-D
XI-E
XI-J
XI-F
XI-G
XI-H
XI-I
Ve
lo
ci
ty
 (µ
m
 s
-1
)
Lever arm length (nm)
MD
1IQ
3IQ
6IQ
Full
HMM
0 5 10 15 20 25
0
5
10
15
20
25E
                                                    - 71 - 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Fig.      37   シロイヌナズナクラスXI ミオシンモータードメインのVmaxの⽐比較  
緑⾊色はユビキタスに存在するミオシン  
⾚赤⾊色は花粉特異的に存在するミオシン  
⻘青⾊色は他の組織に存在するミオシン  
  
  
Fig.  38   シロイヌナズナアクチンアイソフォームは細胞内で異なる  
フィラメントとして存在する(Kijima.Scientific  Reports,  in  press)     
緑は ACT2  
⾚赤は ACT7  
  
Green: Category 1 (Ubiquitous)
Red:  Category 2 (Pollen specific)
Blue:  Category 3 (Others)
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Fig.   39   細胞内でそれぞれのミオシンアイソフォームの活性は異なるアクチ
ンアイソフォームレールによって,   制御されている可能性がある  
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